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Zusammenfassung
Rogge, Phillip
Akute und postkonditionelle E ekte von Hypoxie, Azidose und Temperatur
auf die Endothelzellfunktion
Endothelzellen haben mit ihrer exponierten Lage zwischen Blut und Gewebe eine essen-
tielle Funktion im Bereich der Blutgerinnung und Entzündungsmediation. Ein wesent-
licher Mechanismus dieser Funktion ist die Exozytose von Weibel-Palade-Körperchen,
die den von Willebrand Faktor (vWF) und einige weitere in Gerinnung und Entzün-
dungsmediation eingebundene Proteine enthalten.
Der Einfluss der Umgebungsbedingungen wie Temperatur, Sauersto gehalt und pH-
Wert ist bisher nur in Ansätzen untersucht. Es werden die Fragen der kurzfristigen Än-
derung der Temperatur (z. B. auch durch Schwankungen im Rahmen von Zellkulturex-
perimenten), sowie ihre Nachwirkung und die Folgen einer stattgehabten kurzfristigen
Hypoxie einschließlich der Beeinflussung durch eine begleitende Azidose untersucht.
Als experimenteller Aufbau ist die Verwendung von humanen Nabelschnurvenenendo-
thelzellen (HUVEC) etabliert und der vWF mittels ELISA aus dem Zellkulturmedium
nachweisbar.
Die vWF-Freisetzung ist stark temperaturabhängig, so dass bei 33  25% weniger und
bei 41  25% mehr vWF im Medium gegenüber 37  nachweisbar ist, darüber hinaus
ändert sich die Morphologie der entstehenden vWF-Netze auf der Zellmembran hin zu
feineren, verzweigteren Netzen unter 41  bzw. plumperen Netzen unter 33 . Die be-
reits gezeigte Sekretionszunahme unter Hypoxie wird durch eine begleitenden Azidose
verhindert, im Nachgang kommt es jedoch zu einer anhaltenden Sekretionssteigerung
auf dem Niveau der azidosefreien Hypoxie. Das unter Azidose erhöhte Zellvolumen
normalisiert sich nach Realkalisierung schnell.
Daneben erfolgen umfangreiche technische Entwicklungen, um eine sichere Tempera-
turkontrolle und stabilere Temperatureinstellung zu ermöglichen sowie Experimente zu
einer möglichen Automatisierung des Versuchsablaufes.
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1 Einleitung
1.1 Die Rolle von Endothelzellen,
Weibel-Palade-Körperchen und
von-Willebrand-Faktor im Organismus
Endothelzellen bilden im menschlichen Organismus die innere Oberfläche der Blut-
und Lymphgefäße und stellen somit die Grenzschicht zwischen Blut und Gewebe
dar. Im Körper eines erwachsenen Menschen befinden sich ca. 1–6◊1013 Zellen mit
einer Gesamtmasse von ca. 1 kg und einer Gesamtfläche von 3.500–6.000m2 [6].
Die Existenz der Endothelzellen ist erstmalig von Heidenhahn (1891) und Starling
(1894) beschrieben worden, nachdem bereits 1628 der Blutkreislauf von William
Harvey und später die physikalische Trennung von Blut und Gewebe von Marcello
Malpighi (1628–1694) beschrieben worden war.
Die besondere Rolle an der Grenze zwischen Blut und Gewebe ermöglicht es Endo-
thelzellen neben der Barrierefunktion mit dem Blut einerseits und mit dem Gewebe
andererseits zu interagieren [17, 55]. Dies erfolgt durch die Freisetzung von Boten-
sto en bzw. dem Einbau von Signalsto en in die Zellmembran. Das Grundwissen
hierüber und damit die Grundlage für die moderne Endothelzellforschung lieferten
Arbeiten von Gowan 1959 zur Leukozyten-Endothel-Interaktion und Weibel und
Palade 1964 zu exozytotischen Vesikeln in Endothelzellen [74].
Weibel und Palade beschrieben dabei anhand elektronenmikroskopischer Daten
länglich-geformte (4µm lange, 1µm durchmessende) Vesikel, die nach ihnen als
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Weibel-Palade-Körperchen (WPB, Weibel Palade bodies) bezeichnet werden. Im
Laufe des zurückliegenden halben Jahrhunderts seit dieser richtungsweisenden Ar-
beit konnte die Funktion, der Aufbau und der Inhalt sowie auch die wesentlichen
Mechanismen der Bildung und Freisetzung aufgedeckt werden.
Der wesentliche Bestandteil der WPB ist der von Willebrand Faktor (vWF),
der insbesondere in stark multimerisierter Form eine eminente Rolle bei der
Thrombozyten-Adhäsion spielt und daneben als Dimer bzw. wenig multimeri-
siert den Faktor VIII des Gerinnungssystems vor Proteolyse schützt [12, 62, 68,
72]. Die endotheliale vWF-Synthese als pre-pro-Protein führt aufgrund des pre-
Signalpeptides zur Aufnahme in das Endoplasmatische Retikulum, gefolgt von
der Abspaltung des pre-Peptides und im Laufe des Transportes durch das trans-
Golgi-Netzwerk und Speicherung im WPB der Abspaltung der pro-Region, die dort
z. T. nicht-kovalent gebunden verbleibt und an der Ausbildung helikaler Struktu-
ren der vWF-Multimere beteiligt ist [34, 63, 68, 71, 75]. Neben dem vWF enthalten
WPB zahlreiche proinflammatorische Proteine, wie p-Selektin, Interleukin-8 und
Angiopoietin-2, Endothelin als Regulator des Gefäßtonus und Tissue-Type Plasmi-
nogen Aktivator als Schlüsselenzym der Fibrinolyse [20, 48].
Die Exozytose des vWF findet einerseits konstitutiv statt, wobei vorwiegend Di-
mere und kleine Multimere auf einem unabhängigen Weg mittels typischen runden
Vesikeln freigesetzt werden [20, 70]. Zum anderen findet sie infolge der Zellstimula-
tion aus WPB insbesondere in Form von sehr großen Multimeren (Ultra-large vWF,
ULVWF) statt, die durch Anhaftung an die luminale Endothelzellmembran gerade
unter hohem shear-stress die Anheftung und Aktivierung von Thrombozyten ermög-
lichen [4, 15, 22, 28]. Die stimulierte Freisetzung erfolgt entweder über einen direkten
Anstieg des intrazellulären Kalzium oder cAMP. Letzteres kann durch Adrenalin,
Vasopression oder Adenosin erreicht werden, wobei die genauen Mechanismen hier
bislang nicht verstanden sind [20, 48]. Die Mechanismen der WPB-Exozytose über
einen Anstieg des intrazellulären Kalziums sind hingegen gut untersucht: Die Ago-
nisten, wie Histamin, Tromben, Fibrin, Leukotriene, TNF-alpha, extrazelluläres
ATP und MMP-1 [27, 70] wirken an einem G-Protein gekoppelten Rezeptor mit
der Folge eines durch Phospholipase C erreichten Inositol-tri-Phosphat-Anstieges,
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der den Kalzium-Einstrom ermöglicht. Die WPB-Exozytose wird dann wiederum
durch den Kalzium-Calmodulin-Komplex über das GTP-bindende Protein Ral aus-
gelöst [20, 75].
VWF wird sowohl auf konstitutivem wie auch stimulationsbedingt sowohl apikal wie
auch basolateral sezerniert. Der basolateral sezernierte und in der subendothelialen
Matrix gespeicherte vWF kommt erst bei Verletzungen der endothelialen Zellschicht
zur Wirkung wobei die Glykoproteine Ib-alpha der Thrombozyten im Komplex mit
den Glykoproteinen V und IX sowie IIb/IIIa die Thrombozyten-Adhäsion wie auch
Aggregation vermitteln. Die Wirkungsweise des apikal sezernierten vWF, der be-
reits bei Sekretion in unmittelbarem Kontakt zu den zellulären und nicht zellulären
Bestandteilen des Blutes tritt, konnte im Laufe der letzten Jahre zunehmend aufge-
klärt werden: In Form langer Multimere mit bis zu 0,2mm Länge ist er in der Lage
große Netzwerke auf der Oberfläche von intaktem Endothel wie auch bei Endothel-
defekten zu bilden und Thrombozyten sowie Leukozyten zu rekrutieren. Darüber
hinaus können diese Netzwerke unter bestimmten Umständen auch von bereits ge-
löstem vWF gebildet werden. [12, 4, 26, 10, 62]
Zum Verständnis der Wirkweise und der Funktionen des von Willebrand Faktors
hat vor allem das von Willebrand Jürgens Syndrom beigetragen, bei dem es durch
eine verminderte Aktivität oder reduzierte bzw. fehlende Sekretion des vWF zu
einer Blutungsneigung mit Haut- und Schleimhautblutungen, sowie Hämaturien
und Menorrhagien kommt [18, 25, 70].
Im Bereich der Endothelzellforschung gewinnt der vWF noch einen zusätzlichen
Wert: Die stimulationsbedingte Sekretion korreliert gut mit dem Level der Endo-
thelzellaktivität. Zusammen mit dem vWF werden über die WPB als wesentlichen
sekretorischen Vesikel, wie einleitend beschrieben, zahlreiche Proteine freigesetzt
bzw. in die Zellmembran eingebaut [75, 13], wobei der vWF gut untersucht ist und
geeignete Messverfahren etabliert sind.
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1.2 Rahmenbedingungen in Physiologie und
Pathophysiologie, Vorarbeiten
1.2.1 Temperatur
Die Abhängigkeit jeglicher Reaktionen von der Temperatur wurde schon früh be-
schrieben und von van’t Ho  und Arrhenius vor über 100 Jahren in einen greifbaren
Zusammenhang gesetzt. Inwieweit die von Ihnen beschriebenen exponentiellen Zu-
sammenhänge auch für biologische multimodale Vorgänge gelten, bedarf der jeweili-
gen Untersuchung. Insbesondere stellt sich die Frage in welchem Temperaturbereich
von einer Exponentialgleichung ausgegangen werden kann und ab wann diese nicht
mehr zutri t [5].
Grundlegende Arbeiten zu dem Einfluss der Temperatur auf die Endothelzellfunk-
tion lieferten Roarke und Mitarbeiter die 1989 den Einfluss von mittel- bis lang-
fristigen Änderungen der Inkubationstemperatur, d. h. Zeiten von vier bis zwanzig
Stunden, untersuchten und zeigen konnten, dass Änderungen zwar zu einer nahezu
ausbleibenden Sekretion bei Raumtemperatur (20–23 ) führen ohne dass jedoch
es zu Änderungen am Zytoskelett und intrazellulären Transport des vWF kommt.
Bei Unterschreiten der Raumtemperaturgrenze kam es dann allerdings zu Inhibi-
tion der vWF-Multimerisation in den Zellen [60]. Ang und Dawes untersuchten
1994 den Temperaturbereich von 37  bis 41  wiederum im langfristigen Bereich
(24 Stunden) und fanden eine gesteigerte konstitutive vWF-Sekretion nach 7–12
Stunden. Der Einfluss auf die stimulationsabhängige Sekretion wurde hier nicht
betrachtet [2].
Vorarbeiten zu kurzfristigen E ekten von Temperaturveränderungen liegen nicht
vor. Hieraus muss eine entsprechend erforderliche Sorgfalt bei der Planung und
Durchführung von Experimenten resultieren, um unterschiedliche Temperaturen
und vor allem Temperaturschwankungen und damit verfälschte Ergebnisse zu ver-
meiden. Tatsächlich findet sich in der Literatur ein weites Spektrum von Tempera-
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turen, begonnen mit Raumtemperatur (21 ) bis zur Körpertemperatur (37 ), bei
denen Forschungsarbeiten zur Endothelzellphysiologie durchgeführt worden sind.
Klinisch ist zu beachten, dass im menschlichen Organismus massgebliche Tempera-
turunterschiede im Vergleich von Körperstamm zu den Extremitäten und der Haut
im Allgemeinen bestehen, sowie unter physiologischen- und pathophysiologischen
Bedingungen kurzfristig entstehen können. Als Ursachen sind hier sportliche An-
strengungen, hohe Umgebungstemperaturen und Entzündungen mit konsekutiver
Hyperthermie bzw. Unterkühlungen und Durchblutungsstörungen mit Hypother-
mie zu nennen [14]. Im Laufe der letzten Jahre hat der Einsatz der Temperatur zu
therapeutischen Zwecken im Sinne einer lokalen Hyperthermie oder globalen Hypo-
thermie einen zunehmenden Stellenwert erhalten, wobei mittlerweile die Hypother-
miebehandlung über mindestens 24 Stunden nach Reanimation fester Bestandteil
der Leitlinien ist [21].
1.2.2 Sauersto partialdruck (pO2)
Maßgeblich für den zellulären Energiesto wechsel ist die Energiegewinnung mittels
Oxygenierung und damit das Vorhandensein von Sauersto . Das Sauersto ange-
bot im Organismus ist am Besten über den Partialdruck des gelösten Sauersto s
zu beschreiben (pO2). Dieser liegt normalerweise im sauersto angereichten Blut
bei 12 kPa und im gemischtvenösen Blut bei 5,3 kPa [39]. Im Rahmen von Man-
geldurchblutung oder generellem Sauersto mangel der Gesamtorganismus kann es
zu einer lokalen oder generellen Hypoxie mit deutlich niedrigeren Partialdrücken
(Æ 1 kPa) kommen. Lange Zeit war der kurzfristige E ekt des Sauersto mangels
auf Endothelzellen unklar bzw. nicht nachweisbar. Mit der Publikation von Tobias
Görge konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass es bereits innerhalb von Minuten
nach Einsetzen einer Hypoxie zu einer Reaktion der Endothelzellen im Sinne einer
Zellaktivierung und vermehrten Exozytose von WPB kommt [26]. Tobias Görge hat
dabei im Rahmen seiner Dissertationsarbeit ausschließlich den direkten und akuten
E ekt untersucht. Die Reaktion der Endothelzellen auf eine erneute Sauersto ver-
sorgung ist dort nicht betrachtet worden.
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1.2.3 Kohlendioxidpartialdruck (pCO2) und pH-Wert
Entsteht ein Sauersto mangel im Organismus durch eine ausbleibende Perfusion,
so ist mit der fehlenden Nachlieferung von Sauersto  der ausbleibende Abtransport
von Kohlendioxid, welches im Blut gelöst ist und in einem Gleichgewicht zu Koh-
lensäure steht, verbunden. Damit entsteht bei jeder lokalen Durchblutungsstörung
neben der oben beschriebenen Sauersto mangelsituation ein lokaler Überschuss an
Kohlensäure und damit eine Azidose (d. h. ein pH-Wert unter 7,36). Andre Nie-
meyer konnte in seiner Dissertation 2006 zeigen, dass die Ansäuerung des Blutes
unmittelbar und direkt einen akuten E ekt auf die Funktion und Reaktion der
Endothelzellen hat. Dies wurde in seiner Arbeit anhand klassischer Stimuli, wie Hi-
stamin untersucht. [50] Ähnliche Daten sind 2009 von der Arbeitsgruppe um Tom
Carter in London publiziert. [8] Eine Untersuchung mit Hypoxie als Stimulus wurde
in Rahmen der Arbeiten zur Azidose bisher nicht durchgeführt. Auch wurde nicht
untersucht inwieweit dieser E ekt nach Korrektur des pH-Werte, z. B. durch die
erneute Durchblutung nach einer Lyse-Therapie, Folgen hat.
1.3 Problementwicklung
1.3.1 Temperatur
Aus den Ausführungen zur Temperatur folgt die Frage welchen Einfluss akute Tem-
peraturänderungen auf die Endothelzellfunktion haben und inwieweit dies insbe-
sondere den vWF als Parameter beeinflusst. Darüber hinaus drängt sich die selbst-
kritische Frage auf inwieweit wir mit unserem Aufbau eine ausreichende Tempera-
turstabilität – insbesondere bei Modifikation des Gaspartialdruckes durch Begasung
von Versuchslösungen – haben.
Problem 1 Ermittlung der Temperaturstabilität bei regulären Versuchsabläufen in
der vorhanden Hypoxiekammer [26] unter Berücksichtigung aller Teilaspekte
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(Zellkultur-Platten, gas-äquilibrierte/nicht-behandelte Versuchlösungen, Um-
gebungsluft in der Kammer).
Problem 2 Untersuchung der vWF-Sekretion unter verschiedenen Temperaturen
insbesondere bei schnellen Temperaturwechseln. Hierzu wurde zum einen ei-
ne grob orientierende Versuchsreihe mit 4 , 22  und 37  zur Gesamtein-
ordnung und Abgrenzung der Raumtemperatur und zum anderen eine Un-
tersuchung des Nahbereiches, d. h. Körpertemperatur (37 ) plusminus 4 
vorgesehen. Darüber hinaus wurden Immunfluoreszenzabbildungen erhoben
zur Beurteilung des Einflusses auf die Bildung ultralanger vWF-Fäden.
Problem 3 Aufgrund der unter den Ergebnissen beschriebenen Temperaturschwan-
kungen wurde eine umfangreiche Modifikation der Behandlungskammer er-
forderlich, die im Methodenteil beschrieben ist.
1.3.2 Einfluss des pH-Wertes auf die akute Hypoxie-Reaktion
Die Gegenüberstellung der Ergebnisse von Andre Niemeyer und Tobias Görge führt
zwangsläufig zu der Frage des Einflusses der Azidose auf die verstärkte Sekretion
von vWF unter akuter Hypoxie, so dass dieses mittels des weiter entwickelten Ver-
suchsaufbaus untersucht werden soll.
Problem Veränderung der hypoxiestimulierten kurzfristigen vWF-Sekretion durch
zeitgleich einsetzende Azidose.
1.3.3 Nachwirkungen einer stattgehabten Hypoxie, Azidose und
Azidose-Hypoxie-Kombination
An die Frage des akuten Einflusses schließt sich bei konsequenter Betrachtung die
Frage an, was passieren wird, wenn eine Hypoxie aufgehoben wird und die Zel-
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len erneut mit ausreichend Sauersto  versorgt werden und darüber hinaus wie die
Hypoxie-Nachwirkung sich bei einer begleitenden Azidose verändern wird.
Problem 1 Veränderung der vWF-Sekretion nach kurzfristiger Hypoxie unter nor-
malem Sauersto partialdruck.
Problem 2 Veränderung der vWF-Sekretion nach kurzfristiger Azidose bei norma-
lem pH-Wert am Beispiel der Histaminstimulation.
Problem 3 Veränderung der vWF-Sekretion nach kurzfristiger Hypoxie plus Azi-
dose unter normalem Sauersto partialdruck und pH-Wert.
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2 Methoden
2.1 Endothelzellkultur
2.1.1 Allgemeines und Wahl der Zelllinie
Zur Durchführung von Versuchen an Zellen ist es erforderlich, diese in einer funk-
tionsfähigen Weise in die Zellkultur zu bringen. Hierfür sind im Bereich der Endo-
thelzellen verschiedene Ansätze beschrieben. In unserem Labor hat sich basierend
auf den Beschreibungen von Ja e aus dem Jahr 1973 [37] die Arbeit mit huma-
nen umbilicalvenösen Endothelzellen (HUVEC) etabliert. Diese sind ausgehend von
menschlichen Nabelschnüren gut verfügbar, mit vertretbarem Aufwand zu gewin-
nen [37] und ermöglichen damit die Arbeit an einer niedrigen Passage, so dass das
Risiko von Artefakten als Folge der Kultivierung gering ist.
2.1.2 Verwendete Materialien, Medien und Lösungen
Für die Zellkultur wurden grundsätzlich 25 cm -Zellkulturgefäße bzw. Zellkultur-
Platten mit 12 Vertiefungen (jeweils Fa. Falcon, New Yersey, USA) eingesetzt. Für
die Rasterkraft- und Immunfluoreszenz-Untersuchungen kamen zusätzlich 10mm-
durchmessende Deckgläschen nach einem aufwendigen Vorbereitungsprozess (s. u.)
zum Einsatz.
Alle Lösungen sind nach den Regeln der guten Laborpraxis angesetzt und ver-
wendet worden. Soweit Sterilität möglich war, ist steril unter einer Arbeitsbank
9
mit laminarem Luftstrom gearbeitet worden. Dies bezieht sich insbesondere auf die
Zellkulturlösungen. Lösungen (wie die HEPES-gepu erte Ringer- oder die kalzium-
freie PBS-Lösung), die nicht steril angesetzt werden konnten, jedoch in der Zellkul-
tur Verwendung fanden, wurden autoklaviert. Als Lösungsmittel ist grundsätzlich
steriles ionenfreies Wasser (Ampuwa®, Fa. Fresenius) zum Einsatz gekommen. Die
Lagerung der angesetzten Lösungen erfolgte bei 4 , wobei Zellkulturmedium nicht
länger als 4 Tage aufbewahrt wurde. Vor Verwendung wurden die Lösungen jeweils
mittels Wasserbad auf 37  erwärmt. Pu erlösungen und liquide Zutaten wurden
ggf. bei –20  gelagert.
Die genaue Zusammensetzung der einzelnen Lösungen und die Bezugsquellen der
speziellen Zusätze sind den folgenden Tabellen zu entnehmen. Darüber hinaus wur-
de Trypsin (0,05%) plus 0,02% EDTA (beides Fa. Biochrome, Berlin) und Kolla-
genase A (Fa. Boehringer, Mannheim) jeweils in PBS-Lösung (Tab. 2.1.2) verwen-
det.
Tabelle 2.1: HEPES-gepu erte Ringer-Lösung
Sto  Menge/Volumen verwendete Substanz (mol. Masse) Menge für 5 l
NaCl 140 mmol/l NaCl (58,44 g/mol) 40,908 g
KCl 5 mmol/l KCl (74,56 g/mol) 1,864 g
CaCl2 1 mmol/l CaCl2· 2H2O (147,02 g/mol) 0,735 g
MgCl2 1 mmol/l MgCl2· 6H2O (203,31 g/mol) 1,017 g
Glucose 5 mmol/l Glucose (wasserfrei) 4,950 g
HEPES * 10 mmol/l HEPES (238,31 g/mol) 11,915 g
NaOH Ziel-pH 7,4 bei 37 
* HEPES = 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure (Pu ersubstanz, pKs 7,39)
Tabelle 2.2: Kalziumfreie PBS*-Lösung
Sto  Menge/Volumen verwendete Substanz (mol. Masse) Menge für 5 l
NaCl 137,0 mmol/l NaCl (58,44 g/mol) 40,00 g
KCl 2,7 mmol/l KCl (74,56 g/mol) 1,00 g
Na2HPO4 10,0 mmol/l Na2HPO4· 2H2O (178,01 g/mol) 8,90 g
KH2PO4 2,0 mmol/l KH2PO4· 2H2O (136,09 g/mol) 1,35 g
NaOH Ziel-pH 7,4 bei 37 
* PBS = phosphate bu ered saline (phosphatgepu erte Salzlösung), pH 7,4
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Tabelle 2.3: Zellkulturmedium
Bezeichnung Menge für 100 ml
M199 (modifiziert)   87 ml
Wärme-inaktiviertes fetales Kälberserum   10 ml
Penicillin  20 kU/ml plus Streptomycin  20mg/ml Lsg. 1 ml
Heparin  5 kU in 1ml Ampuwa® 1 ml
Rinderaugenwachstumsfaktor (vgl. [26])* 1 ml
Anmerkung: Die vier letztgenannten Lösungen wurden vor Zugabe mit einem 220 nm-Filter fil-
triert und der pH-Wert bei 37  wurde mittels 10M NaOH-Lösung eingestellt.
Bezugsquellen:   Fa. Gibco, Karlsruhe, basierend auf der Zusammensetzung nach Morgan (1950)
mit Zusatz von 10mM Hydrogencarbonat und 10mM HEPES (vgl. Tab. 2.1.2).   Fa. Boehrin-
ger, Mannheim, bei 56  für zwei Stunden erhitzt zur Inaktivierung.   Fa. Biochrome, Berlin.
*Wachstumsfaktor der durch Lysieren und Zentrifugieren aus der Rinderaugennetzhaut im eige-
nen Labor gewonnen und in PBS gelöst wurde.
2.1.3 Gewinnung der Zellen aus Nabelschnüren
Im Kreissaal des St. Franziskus-Hospital Münster und der Raphaelsklinik Müns-
ter wurden die anfallenden Nabelschnüre – bei Einverständnis der Eltern – nach
Abnabelung knapp oberhalb der Plazenta abgetrennt, in autoklavierbare Trans-
portgefäße aus Polypropylen gegeben und im Kühlschrank bei 4  gelagert. Die
Abholung unsererseits erfolgte dreimal wöchentlich, die Weiterverarbeitung im La-
bor jeweils umgehend.
Abb. 2.1: Gereinigte Nabelschnur Abb. 2.2: Sondieren der Vene
Hierbei wurden die Nabelschnüre mit sterilen Tüchern und Ampuwa® grob gerei-
nigt (Abb. 2.1) und dann unter einer Arbeitsbank mit laminarem Luftstrom auf
eine Glasschale gelegt. Dort wurde die Nabelschnur zunächst auf Beschädigungen
(insbesondere Punktionsstellen) überprüft, diese ggf. entfernt und ein Ende der
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Nabelschnur mittels sterilem Skalpell knapp zentral der ggf. vorhandenen Klemm-
marke reseziert. Dann erfolgte von der angeschnittenen Seite aus das Sondieren der
Nabelschnurvene (Abb. 2.2) mittels Knopfkanüle, das Abklemmen hierüber mittels
Pean-Klemme sowie die Spülung über diese Kanüle mit ca. 10ml PBS-Lösung. An-
schließend wurd das distale Ende ebenfalls abgeklemmt und luftfrei bis zu 10ml
einer 37  warmen PBS-Lösung mit 0,05% Kollagenase instilliert. Dabei dehnt
sich die Nabelschnurvene deutlich auf (Abb. 2.3) und die Kollagenase löst die Kol-
lagenschicht auf der die Endothelzellen sitzen auf, so dass diese am Ende frei in
der Lösung schwimmen. Für die Inkubation wurde die Nabelschnur in ein Gefäß
Abb. 2.3: Aufgedehnte Nabelschnurvene Abb. 2.4: Inkubation im Wasserbad
mit 100ml PBS im 37  Wasserbad gelegt (Abb.2.4), anschliessend manuell leicht
massiert und dann die vollständige Suspension in ein 50ml Laborgefäß gegeben.
Schließlich wurde die Suspension 1:1 mit Zellkulturmedium (Tab. 2.1.2) aufgefüllt,
bei 1200 Umdrehungen (entsprechend etwa 220 gn) fünf Minuten zentrifugiert und
nach Abnahme des Überstandes mit 12ml Zellkulturmedium resuspendiert.
2.1.4 Kultivierung der Zellen
Für die erste Wachstumsphase der Zellen (Passage 0) wurde die gewonnene Zell-
suspension in 25 cm -Zellkulturgefäße gegeben, nachdem diese für 30 Minuten bei
37  mit 0,5%iger Gelatine-Lösung behandelt worden waren. Die Zellkulturgefäße
konnten dann mit o enem Verschluss im Inkubator bei 37 , 5% Kohlendioxid und
98% relativer Luftfeuchtigkeit gelagert und in der Regel zweitägig visuell mit einem
binokularen Mikroskop kontrolliert werden.
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Das Zellkulturmedium wurde spätestens am 3. Tag gewechselt. Der Wechsel des
Mediums führt zwar zu einer Schwankung im Bereich des pH-Wertes, pCO2 und
enthaltener Metaboliten, sowie einer mechanischen Manipulation, auf der anderen
Seite ist die Versorgung der Zellen mit frischen Nährsto en und der Abtransport
der Sto wechselprodukte nach einer gewissen Zeit erforderlich.
Sobald in den 25 cm -Zellkulturgefäßen ein konfluenter einschichtiger Zellrasen (Mo-
nolayer) entstanden ist, wurden die Zellkulturmediumreste mit kalziumfreien PBS-
Pu er (Tab. 2.1.2) abgespült, die Zellen mit Trypsin enzymatisch unter visueller
Kontrolle abgelöst, mit neuem Zellkulturmedium resuspendiert und auf maximal
zweimal 8 von 12 Vertiefungen der Zellkulturplatten verteilt (Passage 1). Bei einer
Grundfläche von 3,8 cm  pro Vertiefung entspricht eine Passagierung einem Aus-
dünnungsfaktor von bis zu 2,4.
Für die Rasterkraft- und Immunfluoreszenz-Experimente erfolgte die Aussaat auf
gelatine-beschichtete Deckgläschen mit jeweils 80µl. Nach 30 Minuten Inkubations-
zeit wurden die Vertiefungen auf jeweils 2,5 ml aufgefüllt. Die Vorbereitung der Zell-
kulturplatten war dabei anlog der Zellkulturgefäße, bei den Deckgläschen war der
Aufwand aufgrund der mangelnden Reinheit und schwierigeren Gelatinebeschich-
tung größer: Sie wurden zunächst mindestens 12 Stunden in Kukident®-Lösung
(1Brausetablette auf 100ml entionisiertes Wasser) eingelegt, um eine vollständi-
ge Entfernung von Kalk- und Fettresten zu gewährleisten, dann mittels sterilem
entionisiertem Wasser (Ampuwa®) und schließlich 70%igem Alkohol gespült und
auf hochreinen autoklavierten Tüchern getrocknet (Kimwipes®) bevor sie mit 80µl
0,5%iger Gelatine-Lösung eine Stunde ohne Manipulation inkubiert und nach vor-
sichtiger Abnahme der Lösung mit 2%iger Glutaraldehyd-Lösung (30 Minuten bei
37 ) fixiert wurden. Die Lagerung der so vorbereiteten Gläschen erfolgte bei Be-
darf in einer 70%igen Alkohollösung bei 4  für mehrere Tage.
Die Pflege der Zellen auf den Deckgläschen bzw. in den Vertiefungen der Zellkultur-
platten erfolgte analog dem Vorgehen in den Zellkulturflaschen, d. h. in der Regel
fand zweitägig eine Sichtkontrolle mit Mediumwechsel statt und, sobald ein voll-
ständiger Monolayer entstanden war, wurden die Zellen für Versuche freigegeben.
Weitere Passagierungen erfolgten nicht.
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2.2 Messung des von Willebrand Faktors mittels
Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)
Der Nachweis von vWF ist mittels verschiedener Verfahren möglich. Gut eta-
bliert und vielfach beschrieben ist dabei das quantitative Nachweisverfahren mit-
tels Sandwich-ELISA, welches auch hier eingesetzt wurde. [26] Dabei musste eine
Kunststo oberfläche mit anhaftenden Antikörpern beschichtet werden, an die im
nächsten Schritt der vWF binden konnte. Dieser wurde dann mit einem weiteren
spezifischen Antikörper (mit anderem Epitop) markiert, so dass nach Abspülen der
nicht gebundenen Markierungsantikörper eine Farbsto ösung hinzugegeben werden
konnte, welche von dem Markierungsantikörper enzymatisch verändert wurde, so
dass ein quantitativer Nachweis der Menge an gebundenem Markierungsantikörper
und damit in der Untersuchungslösung enthaltenem vWF möglich war.
2.2.1 Verwendete Materialien, Medien und Lösungen
Zur Durchführung der ELISA-Messungen wurden Nunc-Immuno™-Platten (Nunc,
Wiesbaden) aus Polystyrol mit 96 Vertiefungen und MaxiSorp™-Oberfläche in den
400µl Flachbodenkavitäten (mit hoher A nität für polare Gruppen) und zum Auf-
bewahren der Proben autoklavierbare Polyproylen-Platten mit 96 Vertiefungen mit
je 1,2ml Volumen oder Einzelgefäße (Fa. Eppendorf) verwendet. Die Lagerung von
Proben und Referenzlösungen erfolgte bei –20 , die der Antikörper bei 4 .
Neben den unter 2.1.2 genannten Materialien und Lösungen waren für den vWF-
ELISA spezielle Lösungen erforderlich: Phosphatpu er A und B (s. u.), bovi-
nes Serumalbumin (Fa. PAA, Parsching, A) 4%ig in Ampuwa®, Antikörper,
eine Standardverdünnungsreihe basierend auf Standardhumanplasma (Fa. Da-
de Behring, Marburg) und eine Redoxindikatorlösung (ABTS, 2,2’-Azino-di-(3-
ethylbenzthiazolin-6-sulfonsäure)). Als Antikörper kam dabei zur Plattenbeschich-
tung ein polyklonaler anti-human-vWF-Antikörper des Kaninchen von der Fa. Da-
ko, Hamburg, (Kennung A0082) und zur Markierung ebenfalls polyklonaler anti-
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human-vWF-Antikörper des Kaninchen jedoch nun verbunden mit Meerrettich-
peroxidase (engl. horseradish peroxidase (HRP)) (P0226, Dako, Hamburg) zum
Einsatz.
Tabelle 2.4: Pu er A für ELISA
Sto  Menge/Volumen verwendete Substanz (mol. Masse) Menge für 5 l
NaCl 145,0 mmol/l NaCl (58,44 g/mol) 42,37 g
NaH2PO4 1,6 mmol/l NaH2PO4· 2H2O (156,01 g/mol) 1,27 g
Na2HPO4 8,5 mmol/l Na2HPO4· 2H2O (177,99 g/mol) 7,56 g
Tabelle 2.5: Pu er B für ELISA
Sto  Menge/Volumen verwendete Substanz (mol. Masse) Menge für 5 l
NaCl 500,0 mmol/l NaCl (58,44 g/mol) 146,100 g
NaH2PO4 1,5 mmol/l NaH2PO4· 2H2O (156,01 g/mol) 1,171 g
Na2HPO4 8,5 mmol/l Na2HPO4· 2H2O (177,99 g/mol) 7,571 g
Tween 20 * 0,1% 5 ml
* Tween 20 = Polysorbat 20 = Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat (nichtionisches Tensid)
Tabelle 2.6: Standard-Humanplasma-(SHP)-Verdünnungsreihe
Kennung Konzentration des SHP
0 0 %
1 1 %
2 0,5 %
3 0,25 %
4 0,125 %
5 0,0625 %
6 0,03125 %
Die Verdünnung ist jeweils durch 1:1 Verdünnung der nächsthöheren Konzentrationsstufe erreicht
worden. Als Verdünnungsmedium ist HEPES-gepu erte Ringerlösung (Tab. 2.1.2) verwendet wor-
den.
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2.2.2 Vorbereitung und Durchführung des vWF-ELISA
Die MaxiSorp™-Platten wurden befüllt mit 100µl einer 0,2%igen Lösung des ers-
ten Antikörpers (Dako A0082) in Pu er A je Kavität bei 4  für mindestens 12
Stunden gelagert. Zur vollständigen Entfernung der nicht gebundenen Antikörper-
reste musste die Platte vor dem weiteren Procedere dann mit Pu er B je Vertie-
fung viermal gespült werden bevor 150µl je Kavität der 4%igen Lösung von bo-
vinem Serumalbumin aufgetragen wurden um die verbliebenen Anhaftungsstellen
der MaxiSorp™-Platte zu belegen. Dazu konnte die Platte auf einer Mikrobewe-
gungsplatte, die eine Bewegungsfrequenz von 300 Umdrehungen pro Minute hat,
60 Minunten lang bewegt werden, bevor auch dieses wieder wie oben beschrieben
abgewaschen werden musste. Im nächsten Schritt wurden pro Platte eine Reihe mit
der Standard-Verdünnungsreihe (Tab. 2.2.1) und die Proben mit jeweils 100µl pro
Kavität aufgetragen. Analog erfolgte die Inkubation unter Bewegung und anschlie-
ßend ein entsprechender Waschvorgang gefolgt von dem Aufbringen des zweiten
Antikörpers (Dako P0226) 0,025% in Pu er B mit 100µl pro Kavität und erneuter
Inkubation wie bereits beschrieben mit nachfolgendem Waschvorgang. Schließlich
wurde die nach Herstellerangaben angesetzte ABTS-Indikatorlösung zugegeben und
nach 15 min die Absorption bei 405 nm gemessen.
Die oben genannten Referenzverdünnungsreihe war dabei so gewählt, dass der zu
erwartende Messbereich vollständig abgedeckt war. Da der Zusammenhang zwi-
schen Absorption und vWF-Gehalt in diesem Bereich linear verlief, konnte mit-
tels linearer Regression Achsenabschnitt und Steigungsfaktor bestimmt und damit
die Standardverdünnungskurve definiert werden, so dass im nächsten Schritt die
Messwertberechnung aufgrund der Absorption erfolgen konnte. Der Korrelations-
koe zient lag in allen Fällen über 98%. Die Messwertberechnung erfolgte über die
Software des Messsystems, aufgrund der hinterlegten Standardreihe als prozentua-
le Angabe bezogen auf den vWF-Gehalt Standardhumanplasma (vWF-Gehalt in
Standardhumanplasma ca. 10µg/ml). Jede Probe wurde doppelt gemessen, in der
Regel auf zwei unterschiedlichen Platten. Bezüglich der statistischen Auswertung
sei auf das entsprechende Kapitel verwiesen.
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Abb. 2.5: Rasterkraftmikroskop
2.3 Rasterkraftmikroskopie
Die 1986 von G. Binnig und Mitarbeitern entwickelte Rasterkraftmikroskopie (engl.
atomic force microscopy, AFM) ist eine Technik um Oberflächen in einer sehr ho-
hen Auflösung darzustellen. Ähnlich wie bei einem Schallplattenspieler tastet ein
feiner Stift (Tip) die Oberfläche ab. Dieser Stift befindet sich an einem Federbü-
gel (Cantilever), dessen teils minimale Verbiegung zu einer entsprechend größeren
Auslenkung eines reflektierten Laserstrahls führt. Mittels Piezoselementen steuert
das System dann im Nanometerbereich nach, bis der Stift wieder gerade auf der
Probe steht bzw. über der Probe schwingt. Somit kann ein äußerst präzises Bild
des Höhenreliefs anhand der erforderlichen Nachsteuerung gezeichnet werden. [52]
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Bei der Abtastung sind verschiedene Methoden möglich: Zum einen ist zu unter-
scheiden, ob der Stift auf der Probe bleibt (Contact-Modus) oder sich für jede
Messung von oben auf die Probe zubewegt bis es zu einer Auslenkung kommt
(Tapping-Modus). Zum anderen ist zu unterscheiden ob die Probe in x- und y-
Richtung bewegt wird oder aber die Messapparatur (sog. AFM-Kopf). Letzteres ist
geräteabhängig und bei dem hier verwendeten Rasterkraftmikroskop erfolgte die
Bewegung der Messapparatur bei festem Probentisch.
In dieser Arbeit ist die Rasterkraftmikroskopie mit zwei Zielen eingesetzt worden:
1. Bestimmung des Zellvolumens auf Basis des Höhenreliefs. 2. die Darstellung der
Zelloberfläche an der man angedockte Vesikel sowie Fusionsporen erkennen und
die Zahl dieser statistisch auswerten kann. Die Vorgehensweisen sind im Folgenden
genauer beschrieben.
2.3.1 Verwendete Materialien, Medien und Lösungen
Als Rasterkraft-Mikroskop wurde ein BioScope™ (Fa. Digital Instruments, Santa
Barbara, CA/USA), das auf einer Marmorplatte und einem Dämpfungsgestell kom-
biniert mit einem invertierten optischen Mikroskop (Axiovert, Fa. Zeiss, Jena) zur
Justierung der Probe installiert war, eingesetzt. Der eingesetzte Cantilever verfügte
über einen Tip aus Silikonnitrid der Fa. Park Scientific, Sunnyvale, CA/USA, mit
einer angegebenen Resonanzfrequnez (Tapping) von 7–9 kHz und einer Federkon-
stante von 8–10mN/m. Im Contact-Modus betrug die eingesetzte Kraft 0,4–1,0 nN.
Pro Bild wurden 512 Zeilen mit einer Zeilenfrequenz von 1–2Hz aufgezeichnet. Die
Steuerung und Auswertung erfolgte mit der von Digital Instruments mitgelieferten
Software. Zur Kontrolle der Kalibrierung wurde eine Goldrasterplatte (sog. Grid)
mit 10µm Rasterweite und 180 nm Rastertiefe eingesetzt (Abb.2.6).
Neben der x-y-Auflösung ist die Überprüfung der eingesetzten Kraft relevant, diese
lässt sich aus der sogenannten Kraftkurve beim Scannen von Zellen ableiten, nach-
dem die Sensitivität bzw. Verbiegung (engl. Deflection) des Cantilevers auf einer
festen Unterlage bestimmt wurde.
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a) Aufsicht b) Höhenrelief
Abb. 2.6: Goldrasterplatte zur Kalibrierung
Die linke Abbildung (a) zeigt die Auswertung der Höhendaten des AFM in der Aufsicht auf
die Goldrasterplatte, helle Grautöne sind dabei höher als dunkle Grautöne. Teilabbildung
b) zeigt das genaue Höhenprofil anhand zwei in der linken Abbildung angelegten Linien.
Für die Beurteilung von Zellen, wurden diese zunächst auf Deckgläschen gezüch-
tet (s. Abschnitt Zellkultur) und im entsprechenden Versuchsschritt mit 3%igem
Glutaraldehyd bei 4  fixiert (10 Minuten Inkubationszeit). Die Lagerung bis zur
Messung erfolgt bei 4 . Die Messung erfolgte in HEPES-gepu erter Ringer-Lösung
(s. Kap. 2.1.2).
2.3.2 Zellvolumenbestimmung mittels Rasterkraftmikroskopie
Die Zellvolumenbestimmung mittels Rasterkraftmikroskopie basiert auf der Ver-
messung des Höhenprofils des Zellmonolayers und erfordert um die absolute Höhe
des Monolaysers auf dem Deckgläschen ermitteln zu können einen zellfreien Be-
reich. Hierzu ist es erforderlich mit einem Skalpell eine Stelle des Deckgläschen
direkt vor der Messung freizukratzen. Diese Vorgehensweise ist mehrfach beschrie-
ben [66, 26] und wird vom Prinzip her an der Abb. 2.7 deutlich, die wir mehrfach
in Kongresspräsentationen und auch in der genannten Quelle verwendet haben. Die
Volumenberechnung selber erfolgt durch die Software.
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Abb. 2.7: Zellvolumenbestimmung mittels Rasterkraftmikroskopie
Links ist ein Scan von 100 µm Kantenlänge abgebildet, wobei die Grauskalierung die
Höhe angibt. Die weiße Linie stellt die Linie dar, deren Höhenrelief rechts abgebildet ist.
Aufgrund dieser Daten erfolgt die Volumenberechnung durch die Geräte-Software.
2.3.3 Gedockte Vesikel und Fusionsporen in der
Rasterkraftmikroskopie
Weibel-Palade-Körperchen, die direkt unter der Zellmembran liegen, wölben die-
se etwas vor, so dass im Oberflächenbild kleine Hügel (engl. humps) entstehen.
Bei Fusionsereignissen bilden sich dazu kleine Krater, nämlich die Fusionsporen
(Abb. ??, aus [26]). Wenn man die lebende Zelle scannt oder die Zelle im entspre-
chenden Moment fixiert, so kann man dies im dargestellten Oberflächenbild sehen
und beurteilen. Hierzu ist eine relativ hohe Auflösung von nur 20µm Kantenlänge
erforderlich. In der Arbeit von Tobias Görge [26] ist dies für die Stimulation mit
Histamin und Hypoxie gezeigt, dabei verschwinden unter Histamin-Stimulation na-
hezu alle Hügel zugunsten von entsprechend vielen Poren und unter Hypoxie ist
das Auftreten fast ausgeglichen. Hier wurden in entsprechenden Scans analog zu
der Arbeit die Zahl der Hügel und Poren ausgezählt und statistisch ausgewertet.
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Das Prinzip der Hügel (engl.
humps) und Fusionsporen
(exoc. pores) hier anhand ei-
ner Abbildung aus der Veröf-
fentlichung unserer Arbeits-
gruppe zu akuten Hypoxie-
E ekten illustriert [26].
Abb. 2.8: Gedockte Vesikel und Fusionsporen in der Rasterkraftmikroskopie
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2.4 Indirekte Immunfluoreszenzmikroskopie
Die Immunfluoreszenzmikroskopie basiert auf der Sichtbarmachung der nachzuwei-
senden Substanz im Fluoreszenzlicht mittels fluorchrom-markierten Antikörpern.
Bei der hier eingesetzten indirekten Immunfluoreszenz finden mehrere Schritte statt,
wobei der zweite markierte Antikörper sich gegen den ersten Antikörper richtet, der
selber nicht fluoreszierend ist.
2.4.1 Verwendete Materialien, Medien und Lösungen
Für die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die konfokalen Mikroskope Fluoview
IX 70 (Fa. Olympus) oder Axiovert 100 (Fa. Zeiss, Jena) verbunden mit einer CCD-
Kamera (CoolSnap HQ, Photometrics, USA) eingesetzt. Die Auswertung der Daten
erfolgte mit der Software MetaMorph (Universal Imaging, USA).
Zur Fixierung der Zellen wurde Methanol bei 4  eingesetzt. Als erster Antikörper
zur Markierung des vWF kam der schon für die vWF-ELISA verwendete ungelabel-
te polyklonale anti-human-vWF-Antikörper des Kaninchen von der Fa. Dako, Ham-
burg, (Kennung A0082) zum Einsatz, als fluoreszierender zweiter Antikörper ein
Rhodamine-red markierter anti-Kaninchen-Antikörper der Ziege (Jackson Immu-
noResearch, West Grove, PA/USA). Zur Einbettung wurde Mowiol mit 50mg/ml
DABCO (1,4-diazabicyclo-[2.2.2]octane) als Antibleichmittel eingesetzt (Fa. Sigma-
Aldrich, Germany).
Für die Immunfluoreszenz von Zellen, wurden diese zunächst auf Deckgläschen ge-
züchtet (s. Abschnitt Zellkultur) und nach dem entsprechenden Versuchsschritt mit
dem Methanol fixiert.
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2.5 Hypoxie-Applikation / Einstellung des
Sauersto partialdruckes
Der Sauersto partialdruck im Labor beträgt wie in der Umgebungsluft etwa 21 kPa
und mit diesem wird in der Regel bei Zellkulturexperimenten gearbeitet. Daher
haben wir diesen hier, ungeachtet der Tatsache, dass der Sauersto partialdruck im
menschlichen Organismus niedriger ist (vgl. Einleitung), ebenfalls zu Grunde gelegt.
Als Sauersto partialdruck bei Hypoxie wird entsprechend der Arbeit von Tobias
Görge 0,7± 0,05 kPa angesetzt. [26] Von einer Anoxie würde man unter 0,15 kPa
sprechen.
Infolge der zugrundeliegenden Überlegung, dass der Anteil an Edelgasen und Koh-
lendioxid in der Raumluft zu vernachlässigen ist, war mit Erhöhung des Stick-
sto anteils der Sauersto partialdruck einfach zu kontrollieren. Hierzu wurde Stick-
sto  aus einer Standart-Druckgasflasche (10 l, Reinheit 99,998%) verwendet. Als
Inkubator wurde dazu eine Inkubationskammer, die bereits von Tobias Görge be-
schrieben worden ist (s. Abb. 2.9 und 2.10), verwendet [26]. Die eingesetzten Lö-
sungen wurden mittels Gasdurchströmung äqulibriert, dabei wurde der verbleiben-
de Sauersto gehalt mittels „Mikrocontroller-gesteuertem, Optischem und Porta-
blem Sauersto sensor“ (MOPS, Fa. Comte, Hannover) gemessen. Hierbei wird ein
faseroptischer Sauersto sensor (sog. Optode) eingesetzt, an dessen Ende es sau-
ersto konzentrationsabhängig zu einer dynamischen Fluoreszenzlöschung kommt.
Die Optode besteht dazu aus einem dünnen ummantelten Lichtwellenleiter, auf
dessen Spitze ein Fluoreszenzfarbsto  in einer farblosen Silikonmembran aufge-
bracht ist und mit einer schützenden schwarzen Silikonschicht umgeben ist. Der
verwendete Farbsto , ein organischer Ruthenium-Komplex (Tris(4,7-diphenyl-1,10-
phenanthrolin)-ruthenium(II)-chlorid), wird durch eine blaue Leuchtdiode im Gerät
über den Lichtleiter bei 470 nm angeregt und fluoresziert mit 580 nm, was durch
einen Photomultiplier ebenfalls im Gerät detektiert wird. Abhängig von der Sau-
ersto konzentration kommt es zur Auslöschung dieser Fluoreszenz, so dass basie-
rend auf der Anregungslichtintensität und der delektierten Fluoreszenzintensität
vom Gerät mit Hilfe einer modifizierten Stern-Volmer-Gleichung die Sauersto kon-
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zentration der Messlösung bestimmt werden kann. Die Kalibrierung des Gerätes
entsprechend Herstellerangaben erfolgte jeweils vor Versuchsbeginn. [19]
Die Temperatureinstellung und Anfeuchtung des Gases mit der vorbeschriebenen
Versuchsanordnung stellte sich in Vorexperimenten jedoch schwierig dar. Darüber
hinaus war die Temperaturstabilität unzuverlässig, wie im Ergebnisteil (Kap. 3.2)
dargestellt ist, so dass der Aufbau hier deutlich modifiziert wurde. Diese Weiter-
entwicklung ist im Abschnitt zur Temperaturkontrolle und -regulierung (Kap. 2.6)
beschrieben.
2.5.1 Versuchsablauf bei Hypoxie-Experimenten
Die Experimente in der Inkubationskammer wurden standardisiert entsprechend
folgendem Ablauf durchgeführt (s. Tab. 2.5.1  .). Abweichungen vom Versuchsab-
lauf und Fehler sind ausführlich dokumentiert und entsprechende Proben ggf. von
der weiteren Verwendung ausgeschlossen worden. Die verwendeten Medien sind be-
reits unter Kap. 2.1.2 beschrieben. Pro Versuchsreihe wurden grundsätzlich nur
Zellen aus einer Nabelschnur verwendet um Fehler aufgrund der Heterogenität der
vWF-Sekretion auszuschließen. Die Proben für die vWF-Bestimmungen sind un-
mittelbar in vorgekühlte Probegefäße gefüllt und diese sofort auf Eis gelegt und
zeitnah bei -20  eingefroren worden.
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Tabelle 2.7: Standardversuchsvorschrift: Vorbereitung
Abschnitt Maßnahmen Zeit [min:s]
Vorbereitung Versuchsmedium vorbereiten
• HEPES-Pu er (s. Tab. 2.1.2) auf 37 
• pH-Wert des Pu ers einstellen (7,4 bzw. 6,4)
• entsprechende Menge abnehmen und Histamin zu-
geben (Zielkonzentration 50µmol/l)
• MOPS kalibrieren
Inkubationskammer vorbereiten
• auf 37  vorheizen
• Begasung vorbereiten
• Gefäß zur Gasanfeuchtung befüllen und temperie-
ren
• Mediumgefäße befüllen
• Medien äuquilibrieren (durch Begasung)
Probengefäße vorbereiten
• Beschriftung
• Kühleinheit für Proben bereitstellen
• ausreichende Menge an Pipettenspitzen bereitle-
gen
Zellen vorbereiten
• Visuelle Kontrolle des Zellkuturplatten (binokula-
res Mikroskop)
• Transfer aus Zellkulturlabor in das Versuchslabor
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Tabelle 2.8: Standardversuchsvorschrift: Vorlauf–Behandlung
Abschnitt Maßnahmen Zeit [min:s] *
Vorlauf Zellkulturmedium abwaschen
• Abnehmen des Überstandes (Probe 0)
• zweimaliges Spülen mit 1ml Lsg.
• 525µl Lsg. zugeben
00:00
Transfer in Inkubationskammer 04:00
Zwischenschritt
• Abnehmen des Überstandes (Probe 1)
• 525µl Lsg. zugeben
05:00
Behandlung Wechsel auf Versuchsmedium
• Abnehmen des Überstandes (Probe 2)
• 525µl Versuchs-Lsg. zugeben
10:00
Zwischenschritt
• Abnehmen des Überstandes (Probe 3)
• 525µl Versuchs-Lsg. zugeben
15:00
Spülung Versuchs-Lsg. abwaschen
• Abnehmen des Überstandes (Probe 4)
• Spülen mit 525µl Lsg.
• 525µl Lsg zugeben
• Abnehmen des Überstandes (Probe 5)
20:00
Inkubationskammer ö nen 24:55
* Anfangszeit für die erste Kavität, jede weitere jeweils 30 s versetzt.
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Tabelle 2.9: Standardversuchsvorschrift: Nachlauf
Abschnitt Maßnahmen Zeit [min:s] *
Nachlauf Phase 1
• Abnehmen des Überstandes (Probe 6)
• 525µl Lsg. zugeben
25:00
Phase 2
• Abnehmen des Überstandes (Probe 7)
• 525µl Lsg. zugeben
30:00
Phase 3
• Abnehmen des Überstandes (Probe 8)
• 525µl Lsg. zugeben
35:00
Abschluss Histaminstimulation
• Abnehmen des Überstandes (Probe 9)
• 525µl Lsg. mit Histamin zugeben
40:00
Zwischenschritt
• Abnehmen des Überstandes (Probe 10)
45:00
Proben in –20 Gefrierschrank bringen 50:00
mikroskop. binokulare Kontrolle
* Anfangszeit für die erste Kavität, jede weitere jeweils 30 s versetzt.
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Abb. 2.9: Inkubationskammer nach Görge (Prinzip)
Hellblau: Inkubationsmedium; Rot: Wasserbad zur Temperierung.
Abb. 2.10: Inkubationskammer nach Görge (Bild)
Links: Wärmelampe zur Unterstützung der Temperierung und um Beschlagen der Scheibe
zu verhindern, sowie MOPS und Temperatursteuerungsgerät für die Heizfolie unter dem
Wasserbad.
Rechts: Wasserbad mit Mediengefäßen und Erlenmeyerkolben zur Gasbefeuchtung.
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2.6 Temperaturkontrolle und Temperatureinfluss
2.6.1 Messungen zur Temperaturstabilität der
Inkubationskammer
Um die Temperaturstabilität der unter Kap. 2.5 beschriebenen Inkubationskammer
(Abb. 2.9, S. 28) zu messen, erfolgten drei verschiedene Ansätze: Erstens wurde die
Temperatur in dem Wasserbad, auf dem die Zellkulturplatte lag und in dem die
Medium-Gefäße standen, während eines Standard-Versuches gemessen. Zweitens
wurde die Temperatur im Medium-Gefäß und in den Kavitäten der Zellkulturplatte
gemessen und drittens in der Luft der Inkubationskammer.
Zur Messung der Temperatur wurde primär ein elektrisches Thermometer (Volt-
craft® VC502, Fa. Conrad Electronic), welches dem Temperaturstandard ITS-90
genügt, eingesetzt. Es fanden regelmäßige Kontrollmessung mit einem Quecksilber-
Thermometer nach DIN statt.
2.6.2 Messungen zum Temperatureinfluss auf die
vWF-Exozytose
Aufgrund der Ergebnisse aus den Messungen zur Temperaturstabilität (vgl.
Kap. 3.2) folgte die Notwendigkeit der Bestimmung der Folgen von akuten Schwan-
kungen von bis zu 4  während eines Experimentes. Zusätzlich zu der entsprechend
folgenden Temperaturreihe 33  – 37  – 41  wählten wir zur Groborientierung
und zum Vergleich zu beschriebenen Voruntersuchungen die Temperaturreihe 4 
– 22  – 37  aus. Für die Temperatur-Experimente wurde der Versuchsablauf der
oben beschriebenen Hypoxie-Exposition (Tab. 2.5.1  .) entsprechend modifiziert (s.
Tab. 2.6.2): Im Bereich der Vorbereitung entfiel die der Inkubationskammer und
die Gasäquilibirierung der Lösungen, dafür waren nun jedoch zwei Wasserbäder
zwischen denen zum Temperaturwechsel die gesamte Zellkulturplatte verschoben
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werden konnte (bzw. für Messungen bei 4  ein Kühlraum) erforderlich. Mittels
der Platzierung der Zellkulturplatte auf den Wasserbädern, wobei der Boden der
Zellkulturplatte kontinuierlich mit entsprechend temperiertem Wasser gespült wur-
de, war eine stabile und schneller Temperatureinstellung sicherzustellen. Daneben
boten diese Wasserbäder die optimale Möglichkeit für die nahe Platzierung der
Medien. Neben der Temperierung der Lösungen entsprechend der jeweiligen Ziel-
temperatur erfolgte auch die Einstellung der pH-Werte entsprechend der jeweiligen
Temperatur. Die Einhaltung der Zieltemperaturen wurde mehrfach während des
Experimentes überprüft, wobei eine Abweichung von bis zu einem halben Grad
Celsius toleriert wurde.
Pro Versuchslauf haben wir bis zu 3 Temperaturen (33  – 37  – 41  bzw.
4  – 22  – 37 ) anhand von Zellen aus einer Nabelschnur auf drei Zellkultur-
platten miteinander verglichen. Diese Versuchsläufe sind drei bis viermal mit Zellen
aus unterschiedlichen Nabelschnüren wiederholt worden. Für die Immunfluoreszenz-
Auswertung der vWF-Verteilung wurden Deckgläschen mit einem konfluenten Mo-
nolayer wie unter 2.1 beschrieben eingesetzt. Diese wurden nach Entnahme der
Probe 3 (s. Tab. 2.6.2) entsprechend 2.4.1 fixiert. Bezüglich der Durchführung der
Immunfluoreszenz, der vWF-Bestimmung mittels ELISA und der statistischen Aus-
wertung sei auf die entsprechende Kapitel verwiesen.
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Tabelle 2.10: Versuchsvorschrift: Temperatur-Experimente
Abschnitt Maßnahmen Zeit [min:s]
Vorbereitung Versuchsmedium vorbereiten entsprechend Tab. 2.5.1
(mit den im Text genannten Unterschieden)
Vorlauf Zellkulturmedium abwaschen (vgl. Tab. 2.5.1) 00:00
Zwischenschritt
• Abnehmen des Überstandes (Probe 1)
• 525µl Lsg. zugeben
05:00
Behandlung Wechsel auf Versuchstemperatur
• Abnehmen des Überstandes (Probe 2)
• 525µl Versuchs-Lsg. zugeben (temperiert und ggf.
Histamin-haltig†)
• Wechsel mit der Platte in das entsprechend tem-
perierte Wasserbad nach der Hälfte der Kavitäten
10:00 †
Zwischenschritt
• Abnehmen des Überstandes (Probe 3)
• 525µl Versuchs-Lsg. zugeben (temperiert und ggf.
Histamin-haltig†)
15:00 †
Nachlauf abschließende Stimulation bei 37 
• Abnehmen des Überstandes (Probe 4)
• 525µl histaminhaltige Lsg. bei 37  zugeben
20:00
Abnehmen des Überstandes (Probe 5) 22:00
Proben einfrieren, mikroskop. binokulare Kontrolle
* Anfangszeit für die erste Kavität, jede weitere jeweils 30 s versetzt.
† bei den Histamin-stimulierten Schritten erfolgte die Abnahme bereits nach 1 bzw. 2 Minuten.
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2.7 Optimierung der Temperaturregulierung
Basierend auf der unter Kap. 2.5 genannten Inkubationskammer wurde zunächst
mit einfachen Mitteln versucht die Probleme zu ermitteln und zu lösen. Diese stell-
ten sich als die folgenden dar:
• Gastemperierung und Anfeuchtung
• Mediumtemperierung und Äquilibrierung
• Temperierung der Zellkulturplatten und Reduzierung des Volumens der In-
kubationskammer
Die Probleme bei der Gastemperierung hängen sehr eng mit dem benötigten Vo-
lumenstrom an Gas zusammen. Dieser ist bei dem Volumen, das die vorgegebene
Inkubationskammer bietet (ca. 4 l), sehr hoch um auch in der Luft über der Zellkul-
turplatte einen schnellen Partialdruckwechsel zu ermöglichen. Aus diesem Grund
soll hier zunächst die Optimierung der Temperierung der Zellkulturplatten ein-
schließlich der Idee eines Mini-Inkubationssystemes vorgestellt werden, bevor die
Mediumäquilibrierung und Gastemperierung betrachtet wird.
2.7.1 Konstruktion einer Zellkulturplatten-Temperierung und
Idee eines Mini-Inkubationssystemes für die Kavitäten der
Zellkulturplatten
In der zuvor genutzten Inkubationskammer erfolgte die Temperierung der Zell-
kulturplatten über eine Kunststo wanne, die auf einer Heizfolie stand, mit Wasser
befüllt und von einer Klarsichtfolie abgedeckt war. Die Heizfolie war durch eine ein-
fache Schaltung mittels eines widerstandbasierten Sensors, der in einen Fingerling
verpackt in das Wasserbad getaucht worden war, gesteuert. Diese Temperierung war
äußerst anfällig, so durften weder der Widerstand noch die Kontakte der Heizfolie
feucht werden, und zusätzlich war die Temperaturregelung unzuverlässig.
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Abb. 2.11: Konstruktion der Inkubationswannen (Querschnitt, Angaben in mm)
Außen 20mm Hartschaumplatte (kariert), Wanne aus Aluminium (schräge wellenförmige
Linierung) mit Bohrkanal für Temperatursensorkabel, darunter Kunststo grundplatte
(quer liniert), nicht eingezeichnet: Heizfolie und Schaumsto matte im Zwischenraum von
Aluminiumwanne und Kunststo grundplatte.
In gewisser Analogie dazu wurden Wannen aus Aluminium mit integriertem Tem-
peratursensor und Heizfolie entwickelt. Die Wahl von Aluminium erfolgte aufgrund
des hervorragenden Wärmeleitwertes von Aluminium (Ÿ = 236Wm≠1K≠1), der
zehnfach über dem von Edelstahl liegt1. Darüber hinaus ist Aluminium gut zu ver-
arbeiten und leicht. Die Aluminium-Wannen (Abb. 2.11 und Abb. 2.12) erhielten
eine 10mm dicke Aluminium-Bodenplatte2, in die zentral von der Unterseite aus
ein 7mm durchmessendes Bohrloch bis etwa 1mm unterhalb der Oberfläche ge-
fräst war, so dass ein Temperatursensor auf Widerstandsbasis eingesetzt werden
konnte, dessen Kabel durch einen Bohrkanal zur Seite hin ausgeführt wurde. Die
Bodenplatte wurde auf der Unterseite mittels einer Heizfolie beheizt, die durch eine
Schaumsto matte und eine Kunststo grundplatte gegen die Bodenplatte gepresst
wurde. Die Heizfolie wurde bei potential-di erential-integraler Steuerung gepulst
betrieben, so dass durch die 10mm dicke Al-Platte eine gleichmäßige Wärmeabga-
be sichergestellt war. Die Seitenwände waren durch 6mm starke Aluminium-Platten
realisiert, die aufgrund der Verbindung mit der Bodenplatte sich ebenfalls erwärm-
ten. Bodenplatte und Seitenwände sind miteinander verklebt, wobei durch zuvor
eingesetzte Stifte an den Klebestellen von Bodenplatte und den Seitenwänden ei-
ne hohe Belastungsstabilität und Genauigkeit gegeben ist. Der Bau der Wannen
erfolgte nach meinen Konstruktionsvorgaben in der feinmechanischen Werkstatt
1Alle verwendeten Konstanten sind in Tab. 2.12 am Ende
dieses Unterkapitels (S. 55) mit Quelle aufgelistet.
2Sofern nicht anders angegeben wurde als Aluminium-
legierung AlMg1 oder AlMgSi0,5F22 verwendet.
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Zusammenbau der Imkubationswannen.
Von links: Hartschaum-Isolation, schwar-
ze Kunststo grundplatte, Schaumsto -
matte, Heizfolie, Aluminiumwanne mit
Kabel des Temperatursensors
Inkubationswanne mit eingesetzter Zell-
kulturplatte und Schaumsto streifen links
davon zum Ausfüllen eines verbliebenen
Freiraumes. 8 von 12 Vertiefungen der
Zellkulturplatte sind hier genutzt und mit
Medium gefüllt.
Abb. 2.12: Inkubationswanne
des Institutes. Die Temperaturmessung mittels der Temperatursensoren auf Wi-
derstandsbasis und die Steuerung der Heizfolien erfolgte durch eine hierfür von
Dr.-Ing. Ralf Wegener (Technische Universität Dortmund) in enger Kooperation
entwickelten Steuereinheit.
Die Wannen wurden – sofern sie ausserhalb der alten Inkubationskammer eingesetzt
wurden – mit 20mm Hartschaumplatten (Roofmate E®, Fa. Lindner, Dortmund)
isoliert (Abb. 2.11). Die Konstruktionsmaße wurden für die Wannen so gewählt,
daß alle gängigen Fabrikate von Zellkulturplatten eingesetzt werden können. Ein
evtl. vorhandener Spielraum wird durch Schaumsto streifen ausgefüllt (Abb. 2.12).
Die Abdeckungen sind aus 5mm Aluminium gefertigt worden mit Aussparungen
zur Versuchsdurchführung und zur Begasungszuführungen (passend für in der Kli-
nik übliche Perfusorenschläuche), von denen erstere gleichzeitig als Begasungs-
ausgang fungieren und bekamen ebenfalls eine Isolierung aus 20mm Hartschaum
(Abb. 2.13). Die Isolierung war durch Abschrauben des Knaufes leicht entfernbar,
so dass die Aluminium-Platte sterilisiert werden konnte. Eine direkte aktive Erwär-
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Sicht von der Seite Ansicht ohne Isolierung
Abb. 2.13: Bau der optionalen Abdeckplatten für die Zellkulturplatten
5mm starke Aluminium-Abdeckplatte mit 20mm Hartschaumplatte und Halteknauf, der
gleichzeitig die Hartschaumplatte hält. Herausgeleitet zu Demonstrationszwecken nur 2
Begasungschläuche ohne Ummantelung. In der Abbildung ohne Isolierung rechts zu er-
kennen sind jeweils zweimal vier Begasungsö nungen, in die Perfusorleitungen aus der
Klinik passen und zweimal vier Aussparungen zur Versuchsdurchführung (gleichzeitig
Gasauslass).
mung dieser Abdeckungen war nicht erforderlich, da einerseits der Wärmeverlust
durch die Isolierung minimal ist und andererseits Wärme vom Rumpf der Alumi-
niumwanne auf die Abdeckung übertragen wird.
In der Praxis mussten wir allerdings feststellen, dass sich die manuelle Pipet-
tierung durch die undurchsichtigen Deckel sehr schwierig darstellte, so dass im
nächsten Schritt der Versuch erfolgte eine vollautomatische Pipettieranlage mit
Schrittmotoren zu entwickeln. Hierbei sollte die Pipette mittels Schrittmotoren in
x-, y- und z-Achse gefahren werden und der Kolben der Pipette wäre über einen
weiteren Schrittmotor gesteuert werden (Abb. 2.14). Leider kam es zu anhalten-
den Problemen bei der Schrittmotoren-Steuerung und -Kontrolle, so dass dieses
Projekt schließlich verlassen werden musste und damit auch die Idee des Mini-
Inkubationssystemes, so dass die Temperierungswannen und Mediumschalen in der
bestehenden Inkubationskammer verwendet wurden.
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Abb. 2.14: Versuch des Baus einer Pipettieranlage
Aufgrund der immer wiederkehrenden Versuchsabläufe lag die Idee die Versuche zu au-
tomatisieren und damit auch Versuchsfehler zu reduzieren und die Präzision zu erhöhen
nahe. Dazu habe ich diese Pipettieranlage konstruiert und das Projekt zusammen mit
der feinmechanischen Werkstatt umgesetzt. Die Entwicklung der elektrische Steuerung
erfolgte durch Dr. Ing. Ralf Wegener. Die Basis bildete ein fahrbarer Rahmen aus einem
40mm-Aluminiumprofil mit einer Gesamtbreite von 108 cm, einer Tiefe von 76 cm und
einer Höhe von 180 cm zuzügl. Rollen, womit Standardtüren und Aufzugstür passierbar
waren. Nicht erkennbar auf diesem Bild sind Halterungen für 2–3 Gasflaschen ganz unten,
darüber eine Platte auf der die elektrische Steuerung und weiteres Zubehör Platz fand.
Auf Arbeitshöhe sieht man die Arbeitsebene mit von links zweimal vier Temperaturwan-
nen, mittig Racks zur Aufnahme von Pipettenspitzen und rechts einem Kältebereich, der
durch die Kühltechnik eines alten Kühlschrankes mit aufgesetzter Aluminiumplatte er-
möglicht und durch 30mm Hartschaumplatten isoliert wurde. Alle temperatursensitiven
Elemente verfügten dabei über widerstandsbasierte Temperatursensoren. Dazu findet sich
links vorne und rechts hinten eine Pipettenabwurf. Die Pipetten kamen von oben und
waren an einem dreidimensionalen System befestigt. Dafür befanden sich an der oberen
Querkonstruktion zwei Wellenschlitten mit querer Laufrichtung (aus Sicht des Betrach-
ters vorn und hinten, x-Achse), an denen sich die y-Achse (aus Sicht des Betrachters in
die Tiefe gehend) mit einem Wellenschlitten befand, an dem links und rechts jeweils ein
z-System, zum Hoch- und Herunterfahren der Pipetten befestigt war. Die Aufnahmeköpfe
für die Pipetten erlaubten jeweils die Aufnahme von a) verschiedenen und b) gleichzeitig
bis zu 4 Körpern von Eppendorf-Pipetten, so dass eine Flexibilität bei der Bestückung
gegeben war und verfügten über eigene Motoren zum Fahren der präzisen Eppendorf-
Pipettenkolben. Die große Schwachstelle, die letztlich auch zum Aufgeben des Projektes
geführt hat, war die Steuerung der Schrittmotoren, die die Bewegung der Achsen ermög-
lichten, da es regelhaft zu Schrittfehlern bei den eingesetzten Motoren kam.
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2.7.2 Mediumtemperierung und Äquilibrierung
Die oben erwähnten Mediumgefäße konnten Standard-Zellkulturplatten oder spezi-
ell dafür gefertigte Einsätze sein. Als solche wurden hier 50ml-Schalen aus beschich-
tetem Aluminium entwickelt (Abb. 2.15 links). Bei der Beschichtung der Schalen
handelte es sich um eine 50–60 µm dicke Dreischichtsystem-Beschichtung (Sys-
tem A-011, Pallas GmbH & Co KG, Würselen) aus Polytetrafluorethylen (PTFE,
auch als Teflon oder GoreTex bekannt) und Perfluoralkoxy-Polymeren (PFA). Die-
se Beschichtung ist innert und temperaturbeständig bis mindestens 300 . Für
die Begasung der Lösungen waren für diesen Schalen spezielle Deckel konstruiert
worden (Abb. 2.15 rechts). Diese ermöglichten die Gaseinsprudelung in die Flüssig-
keit durch Silikonschläuche mit einem Innendurchmesser von 0,3mm. Die Deckel
sind nach Abnahme der aufgesetzten Isolierung genau wie die Mediumschalen au-
toklavierbar. Auf die Probleme bezüglich des Äquilibrierungsgases insbesondere die
Temperierung und Anfeuchtung, um eine Auskühlung oder Aufkonzentration des
Versuchslösung durch Verdunstung zu vermeiden, wird im folgenden Abschnitt ein-
gegangen.
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Abb. 2.15: Mediumschalen: Konstruktion und Ansicht mit Deckel
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2.7.3 Voruntersuchungen zur Gastemperierung und
Anfeuchtung
Ausgehend von der bereits bestehenden Inkubationskammer wurden verschiede-
ne Vorexperimente zur Verbesserung der Gastemperierung und Anfeuchtung des
Gases gemacht. In der ursprünglichen Version wurde das Gas durch einen erwärm-
ten, halb mit Wasser gefüllten Erlenmeyerkolben geleitet, in dem ein Luftausströ-
merstein („Sprudelstein“) in das Wasser getaucht war. Somit gelang es, das Gas
einigermaßen (vgl. Kap. 3.2) zu erwärmen und anzufeuchten. Die Erwärmung des
Erlenmeyerkolbens erfolgte über die Grundfläche oder durch Eintauchen in ein Was-
serbad.
Nachteil dieses Verfahren ist die sehr unsichere Gastemperierung bei dem z.T. ho-
hen Volumenfluss. Zur Reduzierung der Unsicherheit, insbesondere bei der sehr
wichtigen Äquilibrierung des Pu ers, wurde diese im nächsten Entwicklungsschritt
separat von der Begasung der Kammer während der Vorbereitung durchgeführt
und ggf. später noch kurz nachgesteuert – mit jeweils deutlich niedrigerem Fluss
(4ml/s) – während auf eine Begasung der Kammer verzichtet wurde. Da auch die-
ses noch nicht vollkommen ausreichte wurde, um sicher 37  zu erreichen ohne
den Kolben auf deutlich über 37  erhitzen zu müssen (Gefahr der fehlerhaft ho-
hen Wasserdampfübersättigung des durchströmenden Gases), in einem zusätzlichen
Wasserbad eine Standard-Infusionsverlängerung (sog. Heidelberger Verlängerung)
als Gitternetz gespannt und durch diese das Gas geleitet. Bei einer Leitungslänge
von insgesamt 6m und Verwendung von zwei Wasserbädern – eines auf 50  und
eines auf 37  – wurde schließlich bei der erforderlichen Flussrate eine ausreichende
Erwärmung des Gases erreicht. Diese zusätzlichen Wasserbäder sind in Abb. 2.16
rechts neben der Inkubationskammer erkennbar.
Der Einsatz der Wärmelampe wurde beibehalten und unter diesen Bedingungen
Referenzmessungen zur Temperaturstabilität und dem Entzug oder der Zuführung
vonWasser in das zu äquilibrierende Medium durchgeführt. Die Temperaturschwan-
kungen lagen in diesem Aufbau bei weniger als 0,5  und die Volumenveränderung
im Medium nach Begasung bei unter 2%. Der erforderliche Volumenstrom für die
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Mediumbegasung mittels Sprudelstein betrug 2–4ml/s und der für die Inkubations-
kammer sogar 80ml/s, wenn ein Luftumsatz minütlich erfolgen soll, um aufgrund
der Wirkung mittels Verdünnung den Partialdruck von Sauersto  innerhalb von
2,5min auf etwa 1% zu reduzieren. Ein Volumenstrom von damit 5 l/min beizu-
behalten erfordert eine di erenzierte Betrachtung und Überlegungen, in wie weit
dies pragmatisch erforderlich ist. Unter Berücksichtigung der Tatsache, dass die
Inkubationszeiten in den Experimenten sehr kurz bemessen waren und keine große
Luftbewegung oder Mediumbewegung in den Kavitäten stattfand, ist eine Äqui-
librierung der Lösung in den Zellkulturplatten mit der Umgebungsluft allenfalls
im Ansatz zu erwarten, so dass praktisch die Anpassung der Umgebungsluft auf
den gewünschten Partialdruck nicht vollständig erforderlich ist. Aufgrund dieses
Ansatzes wurde hier in der Folge der Volumenstrom für die Inkubationskammer
entsprechend reduziert. Messungen des Sauersto partialdruckes in dem Kavitäten
der Zellkulturplatten während des Experimentes mittels MOPS (s. o.) zeigten kei-
nen signifikanten Unterschied.
2.7.4 Optimierung der Gastemperierung
Aufgrund der so gewonnenen Erfahrungen erfolgte im nächsten Schritt die systema-
tische Analyse und Betrachtung sowie Verbesserung dieses immer noch sehr vulne-
rablen System mit nun insgesamt 3 Wasserbädern, der Notwendigkeit der manuellen
Temperaturkontrolle und ggf. Nachregulierung der Wasserbadtemperaturen.
Der erste wichtige Aspekt hierbei ist die schon mehrfach angesprochene Durch-
flussmenge, da die Sicherung der Partialdrücke und der Temperaturkonstanz in
der Luft in den Zellkulturplatten mittels kontinuierlichem Gasstrom erfolgte und
dieser auch einen massgeblichen Einfluss auf die Temperatur des Mediums hat-
te. Dieser Gasstrom ist abhängig von dem Gesamtvolumen, dessen Partialdrücke
eingestellt werden sollten. Bei dem weiter oben beschriebenem verbesserten Auf-
bau mit halbgeschlossenen Einzelkavitäten wäre nur ein Nettogasstrom von 0,1ml
pro Kavität der Zellkulturplatte und Sekunde mit Ausnahme einer experimentellen
Partialdruckänderung, die kurzzeitig einen höheren Volumenstrom von 1ml/s pro
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Links: Wärmelampe; Rechts: Zwei Wasserbäder (37  und 50 ) mit insgesamt 6m
Infusionsverlängerungen (4 Stück á 1,5m) und Erlenmeyer-Kolben auf dem linken
Wasserbad (37 ) in der unteren Abbildung.
Abb. 2.16: Optimierte Inkubationskammer
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Kavität fordern würde, nötig. Für die Medium-Schalen war ein Gasstrom von 0,5–1
ml/s ausreichend. Somit wäre für eine Zellkulturplatte mit 8 Vertiefungen und bis
zu 2 Medienschalen ein Gesamtvolumenstrom V˙ von etwa 2–3ml pro Sekunde anzu-
setzen, der für experimentelle Partialdruckänderungen auf bis zu 10ml pro Sekunde
zu erhöhen ist. Aufgrund der Schwierigkeiten der Pipettierung durch die Deckel für
die Zellkulturplatten ist auf diese zunächst verzichtet worden und dafür mit einem
Volumenstrom von 8ml/s angefeuchtetem Sticksto  gearbeitet worden, basierend
auf den Überlegungen zum Luftaustausch in der Inkubationskammer (s. o.). Bezüg-
lich der Herleitungen der folgenden Berechnungen sei auf [5, 64] verwiesen.
Optimalerweise würden die Partialdrücke – abgesehen vom Wasserdampfpartial-
druck (s. u.) – über die Verwendung von Fertiggasgemischen erreicht. Verwendet
wurden hier Gasflaschen mit einem Volumen VF l = 10 l, und einem Flaschendruck
pF l = 200 bar. Bei Raumtemperatur folgt somit nach der Allgemeinen Gasglei-
chung entsprechend (2.4) ein Volumen VV bei Versuchsbedingungen (1013 hPa,
37 ) von
VV = VF l
pF l
pV
TV
TF l
(2.1)
VV = 10 l
200 bar
1, 013 bar
310K
294K
¥ 2080 l
Bei einem Bedarf von V˙ = 8 ml/s folgte somit eine Betriebszeit tb pro Flasche von
mindestens
tb =
VV
V˙
(2.2)
tb =
2080 l
8ml/s
= 260 000 s
¥ 70 h
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Die gleichmäßige Erwärmung des Gases geschah auf zwei bzw. optional drei Wegen,
anlehnend an die oben beschriebenen Voruntersuchungen, jedoch nun mit profes-
sionelleren Materialien:
1. (optional) Die geregelte Erwärmung der Gasflaschen mittels Heizfolien, die an
die Gasflaschen gepresst werden, zur groben Temperierung. (Dieses Verfahren
wurde nur theoretisch betrachtet jedoch nicht in die Praxis umgesetzt.)
2. Die Feintemperierung mittels temperierten Metallspiralen, durch die das Gas
strömt.
3. Ein Pu ergefäß, in dem gleichzeitig der Wasserdampfpartialdruck eingestellt
wird (siehe Kap. 2.7.5).
Erwärmung der Gasflaschen
Die Erwärmung der Gasflaschen wäre nur bei sehr hohen Flussraten erforderlich und
stellt dann ein probates Mittel dar, um den Aufwand der Durchflusstemperierung
nicht übertreiben zu müssen. Diese Option ist analysiert worden und wird daher hier
beschrieben. Eine Umsetzung in die Praxis war bei unseren Experimenten letztlich
nicht erforderlich. Die Erwärmung von Gasflaschen auf Temperaturen bis 50  wäre
kein Problem und ungefährlich, da die Flaschen und verwendeten Druckminderer
bis 300 bar vom TÜV geprüft werden. Infolge einer solchen Erwärmung käme es zu
einer Druckerhöhung, die für ein ideales Gas nach der Allgemeinen Gasgleichung
berechnet werden kann.
Nach der allgemeinen Gasgleichung gilt für ein ideales Gas folgender Zusammen-
hang für die Sto menge n, den Druck p, das Volumen V und Temperatur T mit R
als molarer Gaskonstante:
p V = nRT (2.3)
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und bei konstanter Sto menge folglich
p1 V1
T1
= p0 V0
T0
(2.4)
Aus (2.4) folgt hier bei konstantem Volumen
p1 =
p0 T1
T0
(2.5)
Es resultiert bei einem Ausgangsdruck p0 von 200 bar bei Raumtemperatur (Ë0 =
20 ) bei Erwärmung auf 50  eine Erhöhung auf lediglich
p1 =
200 bar · 323K
293K
¥ 220 bar
Die erforderliche Wärmemenge Q zur Aufheizung von Raumtemperatur auf expe-
rimentelle Temperaturen ergibt sich aus der Wärmemenge QF l zur Aufheizung der
Flasche an sich und der Wärmemenge Qg zur Aufheizung des Inhaltes:
Q = QF l +Qg (2.6)
Für Qg erhält man ausgehend von der Temperaturdi erenz  T , der Wärmekapa-
zität cp und der zu erwärmenden Masse m
Qg =  T cpm (2.7)
dabei beträgt die Wärmekapazität cp für Luft 1013 JkgK und für die Masse gilt
unter Normalbedingungen (1013 hPa, 293 K), dass sie sich aus Dichte mal Volumen
ergibt:
m = V ﬂ (2.8)
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dabei beträgt die Dichte von Luft unter Normalbedingungen ﬂ = 1,29 kg m≠3 und
das Volumen unter Normalbedingungen (Nb) folgt aus der allgemeinen Gasglei-
chung (unter Annahme eines idealen Gases) entsprechend (2.1), so dass gilt
Qg =  T cp
pf
pNb
Vf ﬂ (2.9)
Bei gegebenen Werten folgt hier für eine 10 l Gasflasche mit 200 bar:
Qg = 20K · 1013 JkgK ·
200 bar
1, 013 bar · 10 dm
3 · 1, 29 kgm3
= 20 · 1013 · 200 · 10 · 1, 291, 013
J dm3
m≠3
= 51600 J = 51, 6 kJ
Für QF l folgt entsprechend mit mF l = 13 kg und cp = 200 JkgK :
QF l = 20K · 200 JkgK · 13 kg
= 52 kJ
also ergibt sich ein Gesamtbedarf für die Aufheizung von Q ¥ 100 kJ.
Bei einer Heizleistung P = 250 Watt der Heizfolie, Heizdecke oder eines Wider-
standdrahtes folgt somit eine Aufheizungzeit t
t = Q
P
(2.10)
= 100 kJ250W
= 100 000 J250 J s≠1
= 400 s
von 6 bis 7 Minuten, wenn der Wärmeverlust unbeachtet bleibt.
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Das Konstanthalten der Temperatur würde bei einer sorgfältigen Isolierung einen
deutlich niedrigeren Energieumsatz haben. Neben der Verwendung von kommerziell
erhältlichen Heizfolien oder Heizdecken, könnte man einen Widerstandsdraht der
auf zwei halben Rohren angebracht ist und damit an die Flasche gepresst wird
einsetzen. Ziel wäre die Grobtemperierung auf eine Entnahmetemperatur Ë von 35
bis 40  bei einem Gasstrom V˙ von 5 bis 50ml/s.
Feintemperierung in Metallspiralen
Voruntersuchungen zeigen, dass bei einer Ausgangstemperatur von 30  und ei-
nem Volumenstrom von 10ml/s bereits ein dünnwandiger Kunststo schlauch mit
einem Innendurchmesser von 1,6mm und einer Länge von 1,5m genügt um eine
Temperatur von 35  zu erreichen.
Bei einem Gasstrom V˙ von 4–8ml/s regulär bis zu 25ml/s maximal bedarf es ei-
ner entsprechend großen Länge bzw. parallelen Wegen, um eine Erwärmung von
20  auf 37  zu erreichen. Eine auch technisch relativ gut zu realisierende Lö-
sung stellt dabei die Verwendung aufeinander gepresster Metallplatten dar, in die
die Gaswege zuvor eingefräst wurden (Abb. 2.17). Des Weiteren erhält man so die
Möglichkeit, die Wege nicht kreisrund im Querschnitt zu wählen sondern rechte-
ckig mit einem deutlich größeren Umfang. Dies bedeutet eine größere Oberfläche
im Verhältnis zum Volumen und stellt somit einen deutlichen Vorteil dar. Darüber
hinaus profitiert man bei Verwendung von Aluminium für die Metallplatten zum
einen von der guten Wärmeleitfähigkeit (s. o.) und zum anderen der Wärmekapazi-
tät, die diesen Block zu einem Wärmereservoir macht. Die einzelnen Metallplatten
haben Verbindungsbohrungen, so dass der Gasstrom von einer in die nächste Platte
gewährleistet ist. Die oberste und unterste Platte verfügen entsprechen über einen
Gasanschluss für Gummischläuche via Metalloliven (Abb. 2.17). Der entstehende
Metallblock wird von einer Seite mit einer Heizfolie (12V, 20W) beheizt. Um Wär-
meverluste zu vermeiden verfügt dieses System, wie die Wannen für die Zellkultur-
und Mediumplatten, über eine Isolierung mittels 20mm Hartschaumplatten.
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Abb. 2.17: Gastemperierung
Bei der Beheizung lässt sich für die erforderliche Leistung zwischen dem Aufhei-
zen des Metallblockes und der weiteren Beheizung des Gases unterscheiden. Für
das Aufheizen des Metallblockes folgt die erforderliche Energie Q aus 2.9 für den
Aluminium-Block (ﬂ = 2,7 g/cm3) mit einem Volumen V von etwa 975 cm3:
Q = 20K · 400 JkgK · 975 cm
3 · 2, 7 gcm3
¥ 22 kJ
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Damit ergibt sich für die Aufheizung nach 2.10 eine Zeit t von:
t = 22 kJ20 W
= 1100 s
¥ 18min
Aus diesem Grund wird eine Vorlaufzeit von 30 Minuten empfohlen.
Für die Beheizung des Gases folgt abhängig vom Gasstrom V˙ mit
V˙ = V
t
(2.11)
folgende erforderliche Leistung Pg:
Pg =
Qg
t
(2.12)
und nach 2.7 und 2.8
Pg =
 T cp V ﬂ
t
(2.13)
also unter Berücksichtigung von 2.11:
Pg =  T cp ﬂ V˙ (2.14)
= 20K · 1013 JkgK · 1, 29
kg
m3 · V˙
¥ 0, 026 W sml · V˙
Somit resultieren für die zu betrachtenden Volumenströme 4–8ml/s und bis zu
25ml/s Leistungen zwischen 0,1 und 0,7W (Tab. 2.11, Seite 48, Spalte Aufheizen).
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Tabelle 2.11: Auswirkung des Volumenstromes auf die erforderliche Heizleistung und
den Eingangsdruck
Strom Expansion Aufheizen Anfeuchten Überdruck
V˙ [ml/s] Pexp [W] Pg [W] PH20 [W] p+ [hPa]
4 2 0,13 0,44 15
8 4 0,26 0,88 25
25 12 0,65 2,75 70
Darüber hinaus kommt es am Druckminderer aufgrund von adiabatischer Expan-
sion zu einem entgegenwirkenden Kühle ekt. Im Detail geschieht dies zum Teil
durch Abkühlung des Druckminderers der Gasflasche und zum Teil durch Abküh-
lung des Gases. Um einen entsprechenden Sicherheitsspielraum zu haben, wird von
der ungünstigen Situation der kompletten Abkühlung des Gas ausgegangen (adiaba-
tische Zustandsänderung). Dies kann somit näherungsweise über die adiabatische
Zustandsänderung abgeschätzt werden. Basierend auf dem ersten Hauptsatz der
Thermodynamik gilt für die Änderung der innerer Energie U :
dU = ”Q+ ”W (2.15)
Mit ”Q = 0 (adiabatische Zustandsänderung) bei der Ausdehnung und Annahme
eines idealen Gases folgt:
dU = ”W (2.16)
Dabei ergibt sich die Volumenarbeit aus Druck p und Volumendi erential dV , so
dass in Verbindung mit der allgemeinen Gasgleichung (2.3) folgt:
”W = ≠nRT
V
dV (2.17)
W = ≠nRT
⁄ V2
V1
1
V
dV (2.18)
= ≠nRT ln V2
V1
(2.19)
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wobei wiederum aufgrund der allgemeinen Gasgleichung dies sich wie folgt umfor-
men lässt:
= ≠pV ln
nRT
p2
nRT
p1
(2.20)
= ≠pV ln p1
p2
(2.21)
Unter Berücksichtigung der Leistung Pexp = Wt≠1 folgt daraus für einen Strom V˙
von 4ml/s:
Pexp = ≠p V˙ ln p1
p2
(2.22)
= ≠1 bar · 4mls · ln
1
200
¥ ≠10 Ncm2 · 4
cm3
s · (≠5)
¥ 200 Ncms ¥ 2
J
s ¥ 2W
Die Wärmeaufnahme für die berücksichtigten Flussraten ist der Tab. 2.11 (S. 48
Spalte Expansion (Pexp)) zu entnehmen.
Aufgrund der langen Leitungswege ist ein erhöhter Eingangsdruck erforderlich. Die-
ser lässt sich aus den Rohr- und Gaseigenschaften ermitteln. Eine Beachtung ge-
wisser Feinheiten wird im folgenden bewusst unterlassen. Die Viskosität ÷ von Luft
bei Normalbedingungen (294K, 1013 hPa) beträgt etwa 2 · 10≠5 kgm s . Dabei gilt für
die Viskosität eines (idealen) Gases nach der kinetischen Gastheorie [5] mit der Mo-
lekülmasse m, der mittleren molekularen Geschwindigkeit c¯ und dem molekularen
Stoßquerschnitt ‡:
÷ = m c¯
3
Ô
2 ‡
(2.23)
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Da ausschließlich der Parameter c¯ wie folgt temperaturabhängig ist
c¯ Ã ÔT (2.24)
folgt:
÷ Ã ÔT (2.25)
Damit gilt für die Viskosität eines Gases bei zwei verschiedenen Temperaturen T1
und T2 unter ansonsten konstanten Bedingungen:
÷2 =
Û
T2
T1
· ÷1 (2.26)
Für die Erwärmung von Raumtemperatur (294K) auf 37  (310K) folgt somit
aus
÷2 =
Û
310
294 · ÷1
¥ 1, 02 ÷1
eine vernachlässigbare Viskositätsveränderung von 2%.
Für den Volumenstrom durch ein ideales Rohr gilt nach Poiseuille [5]:
dV
dt
= (p
2
1 ≠ p22) ﬁ r4
16 l ÷ p0
(2.27)
Für das hier verwendete eckige Rohr läßt sich ein virtueller sog. hydraulischer Radi-
us als Quotient aus Querschnittsfläche F und benetztem Umfang U ermitteln [64],
der dann 12 r ersetzt:
1
2 r = a =
F
U
(2.28)
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Somit folgt aus (2.27):
p21 ≠ p22 =
16 l ÷ p0 V˙
ﬁ · (2a)4 (2.29)
p1 =
ıˆıÙp22 + 16 l ÷ p0 V˙ﬁ · (2a)4 (2.30)
Mit denWerten Länge l = 600 cm, hydraulischer Radius a = 23 mm, einem Druck für
die Volumenstromangabe p0 = 1013hPa, dem Ausgangsdruck p2 = 1018hPa (5 cm
Wassersäule sind für die Befeuchtung, s. u., erforderlich) und einem Volumenstrom
V˙ = 4 cm3 s≠1 folgt für den Eingangsdruck p1:
p1 =
ıˆıÙ(1018 hPa)2 + 16 600cm · 2 · 10≠5 kgms1013 hPa · 4 cm3s
ﬁ(2 · 23 · 10≠1cm)4
=
ıˆıÙ(1018 hPa)2 + 16 600 · 2 · 1013 · 4cm kgm shPa cm3s
101ﬁ 2534 cm4
=
Û
(1018 hPa)2 + 16 4, 8 · 3
4 · 1013
ﬁ25
kg hPa
m s2
=
Û
(1018 hPa)2 + 2, 4 · 27 · 1013
ﬁ
hPa2
=
Û
(1018 hPa)2 + 64, 8 · 1013
ﬁ
hPa2
¥ 1028 hPa
Es folgt also ein erforderlicher Überdruck von nur 15 hPa, der sich aus 5 hPa für
die Befeuchtung (s. u.) und 10 hPa für die Beheizung zusammensetzt. Setzt man
den maximal erforderlichen Volumenstrom von 25 statt 4ml/s an, so resultiert ein
erforderlicher Druck von 1080 hPa also ein Überdruck von knapp 70 hPa (siehe auch
Tab. 2.11, Seite 48, Spalte Überdruck).
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2.7.5 Anfeuchtung des Gases
Grundsätzliche sollte um kurzfristige Schwankungen des Volumenstromes abzufan-
gen eine gewisse Pu erung erfolgen. Dieser Schritt geschieht hier zusammen mit
der Anfeuchtung/der Einstellung des Wasserdampfpartialdruckes. Die Anfeuchtung
muss bis zu dem Dampfdruck geschehen, der dem einer isotonischen Lösung ent-
spricht. Entsprechend folgender Berechnung kann die Anfeuchtung jedoch auch mit
reinem Wasser bei der gewünschten Endtemperatur (im Bereich um 37 ) erfol-
gen:
Für den Dampfdruck p einer Lösung gilt nach Raoult unter Annahme vollständiger
Dissoziation [5]:
p≠ p1
p1
= n2
n1 ≠ n2 (2.31)
wobei p1 der Dampfdruck des Lösungmittels, n1 die Sto menge des Lösungsmittels
und n2 die Sto menge des gelösten Sto es sind.
p = p1
3
1≠ n2
n1 ≠ n2
4
(2.32)
Bei angenommenen 290mosmol/kg (entsprechend hier 290 mmol/kg) folgt für 1 kg
wässrige Lösung mit einem Massenanteil von 91,5% Wasser also einer Lösungsmit-
telsto menge n1 von
n1 = 1kg ·
915 gkg
18 gmol
¥ 50, 8mol
nach 2.32
p = p1
A
1≠ 0, 29mol50, 8mol≠ 0, 29mol
B
Ausgehend vom Dampfdruck von reinem Wasser bei 37 °C p1 = 62, 74hPa, folgt
p = 62, 74 hPa
A
1≠ 0, 2950, 8≠ 0, 29
B
(2.33)
¥ 62, 38 hPa
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Die Dampfdruckveränderung ist dabei verglichen zu Temperatureinflüssen
(p1(36 °C) = 59,40 hPa und p1(38 °C) = 69,90 hPa) relativ klein. Sie entspricht
der, die durch eine Temperaturschwankung von 0,1  verursacht würde, so dass
sie vernachlässigt werden kann.
Diese Anfeuchtung wurde von uns weiter in dem bisher genutzten Erlenmeyerkolben
mit einer Gesamthöhe von 20 cm, einem Wasserspiegel bei 7 cm, der ggf. manuell
über eine Zuspritzmöglichkeit im Stopfen nachgefüllt wurde, und einem bei 2 cm
– also 5 cm unterhalb der Wasseroberfläche – angebrachten Sprudelstein durchge-
führt. Um eine Wasserdampfübersättigung zu vermeiden, wurde ein Kondensati-
onsgefäß, das ebenfalls auf 37 temperiert war, genutzt. Die Temperierung erfolgte
für beide Gefäße weiter mit einem Wasserbad, dass gleichzeitig für Versuchsmedien
genutzt wurde. Da dieser Aufbau sehr zuverlässig funktionierte wurden bestehende
Überlegungen hier auf ein Edelstahlgefäß zu wechseln nicht umgesetzt. Die Aufheiz-
energie für das enthaltene Wasser berechnet sich wie folgt: Für das Wasser folgt aus
2.7 bei einer Wärmekapazität cp von 4,19 Jg K und einer Masse m von etwa 200 g:
QWasser = 20 K · 4, 19 Jg K · 200 g
¥ 17 kJ
Die im Betrieb erforderliche Wärmeenergie QH2O hängt von der Verdampfungsent-
halpie  VH = 40 kJmol des Wassers und verdampften Menge nH20 ab. Dabei ergibt
sich nH20 aus dem Sto mengenanteil im Gasgemisch, dem molaren Volumen Vmol
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und dem Volumenstrom V˙ des Gasgemisches. Der Sto mengenanteil ist dabei gleich
dem Druckanteil, so dass gilt:
PH20 =
QH20
t
(2.34)
QH20 =  VH(H2O) · nH20 (2.35)
nH20 =
pH2O
p
· n (2.36)
n = V
Vmol
(2.37)
V = V˙ · t (2.38)
Damit ergibt sich für die Leistung PH20:
PH20 =
 VH(H2O) · pH2Op · V˙ · tVmol
t
(2.39)
PH20 =  VH(H2O) ·
pH2O
p
· V˙
Vmol
(2.40)
Bei einem Druck p von 1013 hPa folgt aus einem Dampfdruck pH2O von 62,38 hPa
bei 37 °C unter Annahme idealer Gase:
= 40 kJ
mol
· 62, 38 hPa1013 hPa ·
V˙
22, 4 lmol
¥ 0, 11 W sml · V˙
Es folgt also für die zu betrachtenden Volumenströme 4–8ml/s und bis zu 25ml/s
eine erforderliche Leistung zwischen 0,4 und 2,8W (siehe Tab. 2.11, Seite 48, Spalte
„Anfeuchten“ (PH20)).
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Tabelle 2.12: Verwendete Konstanten und Parameter
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2.8 Datenerfassung, Statistik und Texterstellung
2.8.1 Datenerfassung und -bearbeitung
Die ausgedruckten Daten der vWF-Messungen, die Auszählungszahlen von exozyto-
tischen Poren, sowie ausgemessenen Fadengrößen in der Immunfluoreszenz wurden
manuell in ein Tabellenverarbeitungssystem (Microsoft Excel oder OpenO ce Calc)
eingegeben und Mittelwert-Berechnung zunächst dort durchgeführt.
Trotz der z. T. erheblichen Schwankung der vWF Ausschüttung zwischen den Endo-
thelzellen verschiedener Nabelschnüre [45, 54] ist das Verhältnis der versuchsbe-
dingt stimulierten zur basalen Sekretion je Nabelschnur dadurch nicht wesentlich
beeinträchtigt, so dass somit eine reliable Option zur Bezugsetzung besteht. Hierzu
wurde die Sekretion während der experimentellen Schritte zu den ersten 5 min des
Vorlaufs der jeweiligen Kavität und der jeweiligen Zellkulturplatte bezogen. Es er-
gibt sich ein Wert den wir anlehnend an die internationale Literatur als vWF-ratio
bezeichnen.
Im Bereich der Immunfluoreszenz wurden Bildausschnitte von 20◊20µm ausgewer-
tet und dabei Länge sowie Durchmesser der einzelnen vWF-Stränge gemessen. Bei
jedem Experiment wurden 16 bis 18 dieser Bereich ausgewertet und anschließend
der Mittelwert sowie der Standardfehler berechnet.
2.8.2 Statistik
Die endgültige statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm R in der Version
2.9.0 für Mac OS X [59].
Die Box-Plot-Abbildungen wurden mit dem Programm Programm Boxplot von
J. Flothow in der Version 1.0.0 für Mac OS X erstellt. Die dargestellten Boxen
umfassen jeweils das 2. und 3. Quartil (25–75%).
56
Mittelwerte sind grundsätzlich plusminus dem Standardfehler angegeben. Statis-
tische Signifikanz wurde mittels dem ungepaarten Student’s T-Test ermittelt und
wird mit Sternchen angezeigt:  p Æ 0,05,   p Æ 0,01 bzw.    p Æ 0,001.
2.8.3 Texterstellung
Die Erstellung der Promotionsschrift erfolgte mit dem Textsatzsystem LATEX [47]
einschl. KOMA-Script [40] mittels TeXShop 2.4.7 für Mac OS X entsprechend den
gelten typographischen Regeln [30]. Die Literaturreferenzen wurden über BibTeX
mittels BibDesk 1.5.9 und Papers 2.3.2 für Mac OS X eingebunden.
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3 Ergebnisse
3.1 Temperaturstabilität der vorhanden
Hypoxiekammer
Die Messung der Temperatur an verschiedenen Stellen und zu verschiedenen Zeit-
punkten des Versuchsablaufes lieferte sehr eindeutige Ergebnisse, die in den Abbil-
dungen 3.1 und 3.2 als Box-Plot-Graphiken dargestellt sind.
40,0
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30,0
20,0
[°C]
A B C D
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vor Modiﬁkation
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35,0
30,0
20,0
[°C]
A B C D
25,0
nach Modiﬁkation
Abb. 3.1: Temperaturschwankungen in der Inkubationskammer
Links: Vor Modiﬁkation; rechts: Nach Modiﬁkation entsprechend Kapitel 2.7.
A: Standard-Labor-Wasserbad als Referenz; B: Wanne für Zellkulturplatte und Medien-
gefäße in der Inkubationskammer; C: Kavität der Zellkulturplatte mit Medium; D: Tem-
peratur des eingeleiteten Gases.
Die dargestellten Boxen umfassen jeweils das 2. und 3. Quartil (25–75%), der Mittelwert
ist nicht separat hervorgehoben, da es keine wesentlichen Abweichungen vom Median
gibt.
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Als erstes erfolgte dabei eine Referenzmessung in einem Standard-Wasserbad, das
für die ausserhalb der Inkubationskammer temperierten Lösungen verwandt wurde.
Dieses zeigte eine exzellente Temperaturstabilität mit Temperaturen zwischen 36,8
und 37,2  (Mittelwert und Median 37 , Stichprobenumfang: 30 Messungen). Da-
neben wurden die Wanne in der die Zellkulturplatte lag, sowie eine Referenzkavität
mit Medium in der Zellkulturplatte sowie die Temperatur des zufließenden Gases
gemessen (alle Ergebnisse Abb. 3.1 links). Hierbei fiel zunächst auf, dass die Wanne
auf 39  aufgeheizt worden ist, was aufgrund der unsicheren Wärmeübertragung
in diesem Aufbau und der Auskühlung der Lösungen erforderlich war, jedoch an-
dererseits dazu führte, dass die Zellkulturplatte teilweise etwas überwärmt wurde.
Letztere war mit Temperaturen von 36,5  bis 37,8  (Median und Mittelwert
37,0 , 2. und 3. Quartil 36,8 bis 37,2 , Stichprobenumfang: 30 Messungen) be-
reits in diesem Aufbau sehr stabil temperiert. Die Temperatur des zugeführten
Gases hing von der Raumtemperatur ab und war hier teils aufgrund sommerlicher
Temperaturen bis auf über 24  erhöht, teils aber auch nur bei 18 .
Die rechte Grafik der Abbildung 3.1 zeigt bereits das Ergebnis der Modifikationen
(vgl. Kapitel 2.7 Optimierung der Temperaturregulierung). Dabei wird deutlich,
dass es nun gelingt die Gastemperatur auf physiologische Temperaturen anzuhe-
ben (Meßwertstreuung von 35,4–37,0 , Mittelwert und Median 36,2 , 2. und
3. Quartil von 35,8–36,6 , Stichprobenumfang: 30 Messwerte) und das darüber
hinaus ebenfalls die geringen Schwankungen im Bereich der Wanne, sowie der Zell-
kulturplatte weiter reduziert werden.
Noch deutlicher und dabei von versuchstechnischer Relevanz wird dieser Fortschritt
bei Messung der Temperatur in den Versuchmedien. Hierzu wurden in der linken
Graphik der Abbildung 3.2 zunächst die Situation vor Veränderung untersucht.
Dabei wird die Temperatur der Lösung durch Begasung auf 30 bis 33  (Mittel-
wert 31,7 , Stichprobenumfang: 30 Messwerte) reduziert und steigt im Laufe der
nächsten 10 Minuten langsam wieder (durch Aufwärmung durch die Wanne in der
das Becherglas steht) auf im Mittel 35,3  mit einer deutlichen Varianz an. Das
nicht begaste Medium entwickelt ausgehend von 36,9  durch die warme Wanne in
der es steht nun eine erhöhte Temperatur von 38,0 . Der Temperaturunterschied
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jeweils zwischen begast und unbegast ist dabei signiﬁkant (p≤ 0,05). Nach Modi-
ﬁkation des Aufbaus ist dieser Unterschied nicht mehr nachweisbar, vielmehr sind
die Unterschiede auch in der Graﬁk (Abb. 3.2 rechts) allenfalls minimal.
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Abb. 3.2: Temperaturschwankungen der Versuchsmedien in der Inkubationskammer
Links: Vor Modiﬁkation; rechts: Nach Modiﬁkation entsprechend Kapitel 2.7.
A: Begastes Medium; B: A nach 10 min; C: nicht begastes Medium; D: C nach 10 min.
Die dargestellten Boxen umfassen jeweils das 2. und 3. Quartil (25–75%), der Mittelwert
ist nicht separat hervorgehoben, da es keine wesentlichen Abweichungen vom Median
gibt.
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3.2 Temperatureinflüsse auf die vWF-Freisetzung
Als Problem 2 wurde im Abschnitt Problementwicklung die Frage des Einflusses
der Temperatur auf die vWF Freisetzung sowie Bildung ultralanger vWF-Fäden
aufgeführt. Es erfolgte zum einen die Messung des vWF im Zellüberstand (Medium)
zur Berechnung der vWF-ratio und zum anderen die Darstellung der vWF-Fäden
auf den Zellmonolayern in der indirekten Immunfluoreszenz.
3.2.1 vWF-Freisetzung in das Medium
Zur Untersuchung des Einflusses der Versuchstemperatur auf die vWF-Freisetzung
in das Medium wurde die vWF-ratio (vgl. Kap. 2.2 und 2.8.1) von konfluenten
HUVEC Monolayern in gepaarten Experimenten verglichen. Dazu wurden die Zell-
kulturplatten nach Vorinkubation bei 37  zur Ermittlung der basalen Sekretion
auf die jeweilige experimentelle Temperatur gebracht (4  bis 41 ). Die Stimula-
tion erfolgte dann mit 50 µM Histamin-Lösung. Die detaillierte Vorgehensweise ist
in Kap. 2.6.2 beschrieben.
Grobeinordnung des vWF-Freisetzung im Spektrum 4  – 22  – 37 
Im ersten Ansatz erfolgte basierend auf den Voruntersuchungen [2, 60] die Ermitt-
lung der vWF-ratio bei 4  und 22  (Raumtemperatur) verglichen zu physiolo-
gischen 37  (Normothermie). Zu unserer Überraschung liess sich die konstitutive
Freisetzung von vWF schon bei Raumtemperatur (wie auch bei 4 ) nicht nach-
weisen (Abb. 3.3a). Die histaminstimulierte Sekretion wird bei Raumtemperatur
verglichen zu 37  immerhin um 70% reduziert, so dass letztlich nach 1 Minu-
te Stimulation die vWF-ratio bei 22  0,71±0,17 beträgt (bei 37 : 2,36±0,14).
Bei 4  ist die Freisetzung auch unter Histaminstimulation erwartungsgemäß nicht
nachweisbar (Abb. 3.3b).
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Abb. 3.3: vWF-ratio bei 4 , 22  und 37 
a) Die konstitutive Freisetzung des vWF innerhalb von 5 Minuten ist unterhalb von
22  nahezu komplett blockiert. Die dargestellte vWF-ratio gibt die experimentelle vWF-
Freisetzung unter angegebener Temperatur bezogen auf die vWF Freisetzung unter nor-
mothermer Vorinkubation (wie im Methodenteil beschrieben) an.
b) Die Histamin-stimulierte vWF-Exocytose ist bereits bei 22  vorhanden, jedoch ver-
glichen zu der Freisetzung unter physiologischen 37  deutlich reduziert (um etwa 75%)
und erwartungsgemäß bei 4  vollständig blockiert.
Für alle Säulen wurden 6 Experimente gepaart durchgeführt (n=6).     zeigen einen hoch
signifikanten Unterschied an (pÆ0,001) verglichen mit 37 .
Um die Zellfunktion und Reversibilität der Temperaturveränderung zu untersu-
chen, wurden unmittelbar nach diesem Versuchsteil die Zellen wieder auf  
gebracht und erneut stimuliert (50µM Histamin-Lösung). Hier zeigten alle Zellen
eine vergleichbare vWF-ratio unabhängig von der zuvor applizierten Temperatur.
Das heißt, sowohl die Zellen die kurzzeitig auf 4  gekühlt waren, wie auch die
bei Raumtemperatur von 22  lieferten die gleiche vWF-ratio wie die Zellen die
kontinuierlich bei physiologischen 37  waren.
vWF-Freisetzung im (patho-) physiologischen Temperaturbereich
(33  – 41 )
Im zweiten Ansatz wurde der Bereich um 37  (Normothermie) enger fokussiert:
Eine milde Hypothermie von 33  war die untere Versuchstemperatur, eine Hyper-
thermie von 41  stellte die obere Grenze dar. In Abb. 3.4a sieht man gut, dass
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Abb. 3.4: vWF-ratio bei 33 , 37  und 41 
a) Im engen physiologischen Temperaturbereich von 33  bis 41  wurde anhand von drei
Temperaturen der Einfluss untersucht. Im Bereich der konstitutiven Freisetzung zeigt sich
innerhalb von 5 Minuten kein signifikanter Einfluss auf die vWF-Freisetzung (n = 10).
b) Unter Histamin-Stimulation (50µM Histamin) ist ein eminenter Einfluss bereits bei
diesen kleinen Abweichungen von 37  festzustellen: Eine Temperaturabnahme von 4°
führt zu einer um 25% reduzierten, eine Temperaturzunahme um 4° um eine um 25%
erhöhte vWF-Freisetzung ins Medium. (Inkubationszeit 2 Minuten, n = 10,   zeigt eine
Signifikanz von p Æ 0,05 verglichen zu 37 .)
im Bereich der konstitutiven Freisetzung kein signifikanter Unterschied erkennbar
ist. Dies ändert sich bei Histaminstimulation schlagartig: Hier erkennt man eine
klare Korrelation von Temperatur und Sekretion im engen Bereich von 33  bis
41 , die Abb. 3.4b zeigt. Bei der 33 -Hypothermie wird die vWF-Freisetzung
signifikant um 25% reduziert (im Vergleich zur Normothermie von 37 ) mit ei-
ner vWF-ratio von 4,1±0,4 vs. 5,5±0,5 nach zweiminütiger Histaminstimulation.
Demgegenüber kommt es bei 41  (Hyperthermie) zu einer Zunahme von 25%
(vWF-ratio: 6,9±0,6 vs. 5,5±0,5). Auch hier wurden Abschlussstimulationen bei
37  durchgeführt, die keine signifikanten Unterschiede ergaben (Abb. 3.5). Dies
unterstreicht erneut die Reversibilität des Temperature ektes.
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Der zeitliche Verlauf der vWF-
Freisetzung, jeweils bezogen auf die
Vorinkubation bei 37℃, zeigt, dass nach
signiﬁkant unterschiedlichen Werten
während der experimentellen Temperatur
eine weitere Freisetzung bei einer ab-
schließenden Histaminstimulation in allen
Fällen erfolgt und keinen signiﬁkanten
Unterschied zeigt.
Abb. 3.5: vWF-ratio im Verlauf mit Abschlussstimulation bei 37℃ nach Experimental-
temperturen von 33℃, 37℃ und 41℃
3.2.2 Temperatureinﬂuss auf die Bildung von vWF-Fäden
Im dritten Ansatz wurde die Ausbildung der ultralangen vWF-Fäden nach Hista-
minstimulation mittels indirekter Immunﬂuoreszenzmikroskopie im Nahbereich um
Normothermie (37℃±4℃) untersucht: Nach einer zweiminütigen Stimulation bei
der jeweiligen Versuchstemperatur (33℃, 37℃ bzw. 41℃) und Applikation eines
shear stress von 10 dyn cm−1 wurden die Zellen ﬁxiert und die vWF-Fäden mit
vWF-Antikörpern, wie unter Kap. 2.4 beschrieben, sichtbar gemacht.
Die Bilder der indirekten Immunﬂuoreszenzmikroskopie zeigen, dass der vWF zur
luminösen Oberﬂäche in Form ultralanger vWF-Multimere (ULVWF) sezerniert
wurde und auf der Zelloberﬂäche haftet. Die Morphologie dieser ULVWF unter-
scheidet sich signiﬁkant in Abhängigkeit von der Temperatur: Bei milder Hypother-
mie (33℃, Abb. 3.6a) erscheinen die Fäden relativ plump verglichen zur Normother-
mie (37℃, Abb. 3.6b). Dieser Eindruck wird bei der statistischen Auswertung mit
einem signiﬁkant erhöhten mittleren Durchmesser quantiﬁziert (0,32±0,08 μm vs.
0,20±0,02 μm, p<0,001, Abb. 3.6d). Die Gesamtlänge der Fäden zeigt interessan-
terweise keinen signiﬁkanten Unterschied. Bei einer Hyperthermie von 41℃ ﬁnden
sich dem gegenüber eher ﬁliforme Fäden verglichen zur Normothermie (Durchmes-
ser 0,12±0,02 μm vs. 0,20±0,04 μm, p<0,001, Abb. 3.6d) mit einer deutlich höheren
Gesamtlänge (142±42 μm pro 400 μm2 vs. 79±14 μm pro 400 μm2, Abb. 3.6e).
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(D) Der Durchmesser der Fäden zeigt eine
signiﬁkante Abnahme bei steigender Tempera-
tur (33℃ 0,32±0,08 μm; 37℃ 0,20±0,04 μm;
41℃ 0,12±0,02 μm; ∗∗∗ p < 0,001).
(E) Die Gesamtfadenlänge steigt hingegen
von 33 bzw. 37 zu 41℃ signiﬁkant, al-
lerdings zeigt sich zwischen 33 und 37℃
kein Unterschied in der Gesamtlänge, jedoch
in der Verteilung der Durchmesser (Grautö-
ne). (33℃ 69±26 μm und 37℃ 79±14 μm
vs. 142±42 μm bei 41℃, jeweils in 20 μm
×20μm; ∗∗∗ p < 0,001)
Abb. 3.6: Temperatureinﬂuss auf die Ausbildung von ultralangen vWF-Fäden
Mittels indirekter Immunﬂuoreszenzmikroskopie (A, B, C) können die nach Histamin-
Stimulation bei 33℃, 37℃ bzw. 41℃ auf der Zelloberﬂäche haftenden ultralangen vWF-
Fäden gut dargestellt und darauf basierend statistisch ausgewertet werden.
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3.3 Einflüsse einer Azidose auf die Hypoxiereaktion
Basierend auf den Untersuchungen von Tobias Görge zum akuten E ekt einer vor-
liegenden Hypoxie (untersucht mit der Vorversion der Inkubationskammer), die ei-
ne verstärkte vWF-Sekretion zeigen konnten [26], und denen von André Niemeyer
zum Einfluss einer Azidose mit einem pH-Wert von 6,4 auf die akute histaminsti-
mulierte vWF-Sekretion mit Nachweis einer deutlichen Abschwächung der vWF-
Ausschüttung [50] erfolgte hier die Untersuchung inwieweit dieser Einfluss auch
die hypoxiestimulierte Sekretion betri t. Aufgrund der Tatsache, dass im lebenden
Organismus jede Hypoxie in der Regel durch einen ebenfalls nicht ausreichenden
CO2-Abtransport von einer Azidose begleitet wird, hat diese Untersuchung höchste
Relevanz.
Der Versuchsablauf entspricht dem unter Abschnitt Versuchsablauf bei Hypoxie-
Experimenten (Kap. 2.5.1, S. 24) beschriebenen, wobei der Abschnitt Nachlauf je-
weils entfiel. Kurz zusammengefasst wurde nach zweimal 5 Minuten Vorlauf in der
Inkubationskammer mit normalem pH-Wert und Sauersto gehalt für zweimal 5 Mi-
nuten auf a) unverändertes Medium (pO2 21 kPa, pH 7,4), b) hypoxisches Medium
(pO2 0,7 kPa, pH 7,4), c) saures Medium (pO2 21 kPa, pH 6,4) bzw. d) hypoxisch-
saures Medium (pO2 0,7 kPa, pH 6,4) gewechselt. Im Anschluss hieran zum Teil
weitergeführte Versuchsläufe wurden für die Ergebnisse im nächsten Abschnitt ge-
nutzt. Zum Teil wurden parallel Versuche mit histaminhaltigen Versuchsmedien
durchgeführt.
Die Ergebnisse dieser Messungen bestätigen in der Reihe b) die entsprechend Tobias
Görges Arbeit erwartete verstärkte vWF-Freisetzung und Reihe c) mit Histaminsti-
mulation die entsprechend der Arbeit von André Niemeyer erwartete abgeschwächte
vWF-Freisetzung. (Daten hier nicht gezeigt, siehe bei Bedarf Kap. 3.4.2.) Die Rei-
he d) enthielt nun die neue Kombination von Hypoxie und Azidose und hier zeigte
sich, dass die Azidose die Hypoxie-Reaktion komplett inhibiert. Abbildung 3.7 zeigt
die Durchschnittswerte der nicht histaminstimulierten Reihen. Hierbei erkennt man,
dass die Azidose per se an der basalen Sekretion innerhalb von 5 Minuten wie erwar-
tet keine signifikante Veränderung macht, jedoch die hypoxiestimulierte Sekretion
verhindert (vgl. auch Tab. 3.1).
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Fazit: Die hypoxiestimulierte Sekretionszunahme von etwa 65% wird hochsignifi-
kant durch eine begleitende Azidose (pH 6,4) verhindert.
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Abb. 3.7: vWF-Freisetzung unter Kombination von Hypoxie und Azidose
Mittels ELISA wurde der vWF im Überstand nach jeweils 5 Minuten Versuchsbedingun-
gen gemessen und zu vWF-Freisetzung während des Vorlaufs von 5 Minuten in Bezug
gesetzt (als vWF-ratio bezeichnet), die Signifikanz wurde mit dem ungepaarten Student’s
T-Test untersucht, detailliertere Angaben siehe Tab. 3.1, n = 8 bei den Reihen ohne Azi-
dose und n = 12 bei den Reihen mit Azidose.
Tabelle 3.1: Azidose-Auswirkungen auf die vWF-Sekretion innerhalb von 5 Minuten
Reihe vWF-ratio (a) (b) (c) (d)
a) Normoxie 0,87±0,15 p = 0,004 p = 0,06 p = 0,16
b) Hypoxie 1,65±0,30     p = 0,003 p = 0,002
c) Azidose 1,10±0,28 n.s.    p = 0,73
d) Azid. Hypoxie 1,05±0,31 n.s.    n.s.
Angabe der Versuchsreihe entsprechend Erläuterungen im Kapitel: a) unverändertes Medi-
um (pO2 21 kPa, pH 7,4), b) hypoxisches Medium (pO2 0,7 kPa, pH 7,4), c) saures Medium
(pO2 21 kPa, pH 6,4) bzw. d) hypoxisch-saures Medium (pO2 0,7 kPa, pH 6,4). Die Spalte vWF-
ratio gibt diese plusminus des Standardfehlers an und der rechte Block die Signifikanz gegenüber
den anderen Reihen nach Testung mit dem ungepaarten Student’s T-Test, wobei zur Übersicht-
lichkeit in der linken unteren Hälfte die Signifikanzlevel mit Sternchen und in der rechten oberen
Hälfte die numerischen p-Werte angegeben sind, n = 8 bei den Reihen ohne Azidose und n = 12
bei den Reihen mit Azidose.
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3.4 Nachwirkungen von Hypoxie, Azidose und einer
Azidose-Hypoxie-Kombination
Die mittelfristigen Folgen, sprich die Nachwirkungen einer 10minütigen Hypoxie
(pO2 0,7 kPa) ggf. in Kombination mit Azidose (pH 6,4) nach erneuter Norma-
lisierung von Sauersto partialdruck (pO2 21 kPa) und pH-Wert (7,4) wurden im
nächsten Schritt untersucht. Dazu wurde nach den 10 Minuten unter Experimen-
talbedingungen (Normoxie, Hypoxie, Azidose-Hypoxie bzw. Azidose) und anschlie-
ßender Spülung wieder zur Normoxie (pO2 21 kPa) mit normalem pH-Wert (7,4)
zurückgewechselt und die vWF-Freisetzung ins Medium für weitere 10–20 Minuten
ermittelt.
3.4.1 vWF-Sekretion nach Hypoxie
Hierbei zeigt sich zuerst für die reine Hypoxie, dass der Prozess der vermehrten
vWF-Sekretion über das Ende der Hypoxie auf hohem Niveau und signifikant an-
hält (Abb. 3.8a). Um zu verdeutlichen, dass die Hypoxie nur während der Behand-
lungsphase vorgelegen hat, ist diese grau hinterlegt.
Die Abb. 3.8b zeigt den Vergleich für die ersten 5 Minuten Nachbeobachtung zwi-
schen den Hypoxie-vorbehandelten Zellen zu den Zellen die vorher keiner Hypoxie
ausgesetzt waren, ansonsten aber ebenfalls die Schritte mit Mediumwechsel und
Spülung durchlaufen haben. Mit p = 0,001 ist dieser Unterschied und damit die
anhaltend erhöhte vWF-Freisetzung hochsignifikant. Die Daten für die folgenden
5 Minuten Nachbeobachtungszeit sind – wie aus der Abbildung a zu schließen –
ähnlich und hier nicht gezeigt.
Fazit: Nach einer zehnminütigen Hypoxiephase hält auch bei normalen Sauersto -
partialdrücken die vermehrte vWF-Sekretion der Endothelzellen für mindes-
tens 10 Minuten an.
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Abb. 3.8: vWF-Freisetzung in der Nachbeobachtungsphase nach 10 Minuten Hypoxie
a) Freisetzung von vWF ins Medium im Versuchsverlauf mit einer Behandlungszeit von
zweimal 5 Minuten Hypoxie (pO2 0,7 kPa), nach 5 Minuten Vorlauf und gefolgt von zwei-
mal 5 Minuten Nachbeobachtung während der alle Zellen einem normalen Sauerstoﬀ-
partialdruck (pO2 21 kPa)ausgesetzt waren. Während der hier abgebildeten zweimal 5
Minuten Nachbeobachtung zeigt sich eine weiter anhaltend gesteigerte vWF-Freisetzung.
b) Im Vergleich zu Zellen die in der Behandlungszeit keiner Hypoxie ausgesetzt waren,
ist die vWF-Freisetzung in der Nachbeobachtungsphase nach Hypoxie signiﬁkant erhöht
(hier am Beispiel der ersten 5 Minuten gezeigt, p = 0,001).
Während der Vorlaufphase und der Nachbeobachtungszeit lagen normale Bedingungen
(pO2 21 kPa, pH 7,4) vor, wohingegen während der zweimal 5 Minuten Behandlungszeit
die Zellen den Versuchsbedingungen (d. h. Normoxie bzw. Hypoxie) ausgesetzt waren. Die
jeweilige vWF-Freisetzung wurde zur vWF-Freisetzung während des Vorlaufs in Bezug ge-
setzt (vWF-ratio) und die Signiﬁkanz mit dem ungepaarten Student’s T-Test untersucht
(n = 8).
3.4.2 vWF-Sekretion nach Azidose
Führt man nach Histaminstimulation unter Azidose vWF-Messungen nach pH-
Normalisierung im (jeweils gewechselten) Überstand durch, so zeigt sich ebenfalls
eine signiﬁkant vermehrte Sekretion in der Beobachtungsphase, obgleich kein Stimu-
lus mehr vorliegt (Abb. 3.9). Die Tatsache, dass während der Histaminstimulation
eine Azidose bestand führt also dazu, dass nach Wegnahme des Stimulus und der
Azidose eine vermehrte Sekretion auftritt. Diese vermehrte Sekretion ﬁndet sich
nicht bei alleiniger Histaminstimulation ohne Azidose.
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Fazit: Der Sekretionshemmung durch eine Azidose (pH 6,4) folgt eine vermehrte
Sekretion nach Normalisierung des pH-Wertes (auf pH 7,4).
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Abb. 3.9: vWF-Freisetzung in zweimal 5 Minuten Nachbeobachtungsphase nach 10 Mi-
nuten Histaminstimulation unter Azidose gegenüber pH 7,4
Nachdem die Zellen 10 Minuten den Versuchsbedingungen ausgesetzt waren, wurde die
vWF-Freisetzung in zweimal 5 Minuten Nachbeobachtungszeit unter normalen Bedin-
gungen (pO2 21 kPa, pH 7,4) gemessen und im Mittel zur vWF-Freisetzung während
des fünfminütigen Vorlaufs in Bezug gesetzt (vWF-ratio), sowie die Signifikanz mit dem
ungepaarten Student’s T-Test untersucht, p = 0,005, n = 8.
3.4.3 vWF-Sekretion nach Azidose-Hypoxie-Kombination
Schließlich bleibt die erneute Verknüpfung der beiden Aspekte Hypoxie und Azi-
dose mit der Frage, inwieweit die vermehrte Freisetzung von vWF in das Medium,
die nach Hypoxie und nach Histaminstimulation unter Azidose gesehen wurde, sich
auch nachweisen lässt, wenn Hypoxie begleitet von einer Azidose als Stimulus ver-
wendet wird. Hierzu kam im Vorfeld die Überlegung, ob es zu einer gegenseitigen
Verstärkung kommen kann. Es zeigte sich, dass es auch in dieser Kombination zu
einer signifikant erhöhten Freisetzung in der Nachbeobachtungsphase kommt, diese
jedoch nicht signifikant von der Nachbeobachtung nach reiner Hypoxie abweicht
(Abb. 3.10).
Fazit: Während eine begleitende Azidose die Hypoxie-stimulierte vWF-Sekretion
verhindert, bleibt die anschließende verstärkte vWF-Freisetzung gleich.
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Abb. 3.10: Auswirkungen einer Hypoxie-begleitenden Azidose in der Nachbeobach-
tungsphase unter normalen Bedingungen (pO2 21 kPa, pH 7,4) auf die vWF-Sekretion
innerhalb von 5 Minuten
Mittels ELISA wurde der vWF im Überstand nach jeweils 5 Minuten Nachbeobachtungs-
zeit unter normalen Bedingungen (pO2 21 kPa, pH 7,4), nachdem die Zellen 10 Minu-
ten den Versuchsbedingungen (vgl. Tab. 3.2) ausgesetzt waren, gemessen und zur vWF-
Freisetzung während eines des Vorlaufs von 5 Minuten in Bezug gesetzt (als vWF-ratio
bezeichnet), die Signifikanz wurde mit dem ungepaarten Student’s T-Test untersucht,
   zeigt p < 0,01, detailliertere Angaben siehe Tab. 3.2, n = 8 bei den Reihen ohne
Azidose und n = 12 bei den Reihen mit Azidose.
Tabelle 3.2: Auswirkungen einer Hypoxie-begleitenden Azidose in der Nachbeobach-
tungsphase unter normalen Bedingungen (pO2 21 kPa, pH 7,4) auf die vWF-Sekretion
innerhalb von 5 Minuten
Reihe vWF-ratio (a) (b) (c) (d)
a) Normoxie 0,82±0,23 p = 0,001 p = 0,1 p = 0,0002
b) Hypoxie 1,37±0,22    p = 0,004 p = 0,53
c) Azidose 1,04±0,31 n.s.    p = 0,004
d) Azid. Hypoxie 1,51±0,37     n.s.   
Angabe der Versuchsreihe entsprechend Erläuterungen im Kapitel: a) unverändertes Medi-
um (pO2 21 kPa, pH 7,4), b) hypoxisches Medium (pO2 0,7 kPa, pH 7,4), c) saures Medium
(pO2 21 kPa, pH 6,4) bzw. d) hypoxisch-saures Medium (pO2 0,7 kPa, pH 6,4). Die Spalte vWF-
ratio gibt diese plusminus des Standardfehlers an und der rechte Block die Signifikanz gegenüber
den anderen Reihen nach Testung mit dem ungepaarten Student’s T-Test, wobei zur Übersicht-
lichkeit in der linken unteren Hälfte die Signifikanzlevel mit Sternchen und in der rechten oberen
Hälfte die numerischen p-Werte angegeben sind, n = 8 bei den Reihen ohne Azidose und n = 12
bei den Reihen mit Azidose.
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3.4.4 Rasterkraftmikroskopische Aufnahmen nach Hypoxie
Analog zu den Aufnahmen, die Tobias Görge im Rahmen der Arbeit zu den akuten
E ekten der Hypoxie gemacht hat, um die Anzahl exozytotischer Poren, angedock-
ter Vesikel und das Zellvolumen zu ermitteln [26], wurde Experimente nach 10
Minuten Nachbeobachtung durchgeführt. Das Zellvolumen bleibt, wie schon von
Tobias Görge für die akut vorliegende Hypoxie beschrieben, auch in der Nach-
beobachtungsphase nach Hypoxie stabil. Nach einer Azidose stabilisiert sich das
Zellvolumen schnell wieder auf dem Vergleichsniveau. Aufgrund einer Inkonsistenz
im Versuchsablauf liegen hier Daten zur Kombination von Hypoxie und Azidose
leider nicht vor. Als Zeichen der tatsächlich weiter stattfindenden Sekretion ließen
sich auch in der hier untersuchten Nachbeobachtungsphase exozytotische Poren auf
den Zellen, die zuvor einer Hypoxie ausgesetzt waren erkennen. Dabei weicht die
Zahl pro Fläche nicht von der, die Tobias Görge während Hypoxie beschrieben hat
[26], ab und liegt damit weiter signifikant über denen nach Normoxie bzw. reiner
Azidose (s. Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: Rasterkraftmikroskopie nach 10 Minuten Behandlung und 10 Minuten Nach-
beobachtung unter normalen Bedingungen
Mittels Rasterkraftmikroskopie wurde die Zellmorphologie nach 10 Minuten Nachbeob-
achtungszeit unter normalen Bedingungen (pO2 21 kPa, pH 7,4), nachdem sie vorher 10
Minuten den Versuchsbedingungen ausgesetzt waren, abgebildet und statistisch ausgewer-
tet. Behandlung: Normoxie (pO2 21 kPa, pH 7,4), Hypoxie (pO2 0,7 kPa, pH 7,4) bzw.
Azidose (pO2 21 kPa, pH 6,4). Daten bzgl. der Kombination von Hypoxie und Azidose
liegen leider nicht vor. Vesikel und Poren: Angabe pro 200 µm2. Die Signifikanz wurde
mit dem ungepaarten Student’s T-Test untersucht,     zeigt p < 0,001, n = 10.
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4 Diskussion
Aufgrund der Vielzahl der Ansatzpunkte dieser Arbeit möchte ich die Dis-
kussion dahingehend strukturieren, dass ich zunächst die Temperaturaspekte
(Kap. 4.1), dann die Gesichtspunkte des Azidoseeinflusses auf die Stimulationsre-
aktion (Kap. 4.2) und schließlich die Nachwirkungen einer stattgehabten Hypoxie
bzw. azid. Hypoxie (Kap. 4.3) jeweils unter dem Gesichtspunkt der Daten im Spie-
gel der Literatur sowie der praktischen Implikationen (Labor/Klinik) diskutiere,
bevor ich abschließend dies zusammenführe (Kap. 4.4).
4.1 Temperatur und Temperaturstabilität
Mit den vorgelegten Daten kann gezeigt werden, dass insbesondere im physiologi-
schen Temperaturbereich eine starke Abhängigkeit der vWF-Freisetzung einerseits
und der Formation der vWF-Multimeren/Fäden andererseits besteht. Eine Erhö-
hung der Temperatur führt dabei zu einer vermehrten vWF-Freisetzung auf einen
Histaminstimulus mit deutlicher Ausprägung eines Netzes dünner vWF-Fäden.
Niedrigere Temperaturen hingegen bedingen eine reduzierte vWF-Freisetzung mit
zusätzlicher Neigung zur Bildung eher plumper vWF-Fäden.
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4.1.1 Diskussion der Daten im Kontext der Literatur
Entsprechend den Ausführungen in der Einleitung sind die ersten Daten zu Tem-
peratureinflüssen bei Endothelzellen bereits 1989 von Roarke und Mitarbeitern
verö entlicht worden [60]. Dort wurden jedoch ausschließlich langfristige E ekte
(Vorinkubationszeiten 4–20 Stunden) betrachtet, wobei die Autoren zeigen konn-
ten, dass Temperaturen bis 18  hinab auch über 24 Stunden keinen Einfluss auf
das Zytoskelett der Zellen hatten, jedoch bei Raumtemperatur die vWF-Sekretion
nahezu blockiert war. Darüber hinaus zeigten sie, dass unterhalb eines Grenzberei-
ches von 20–23  die vWF-Multimerbildung eingeschränkt ist. Aufbauend hierauf
untersuchten wir die Einflüsse einer kurzfristigen Temperaturveränderung (wenige
Minuten) auf die akute vWF-Freisetzung und darüber hinaus auf die Morphologie
der gebildeten vWF-Fäden. Im Gegensatz zu Roarke haben wir daher von einer
mittel- bis langfristigen Vorinkubation bei den verschiedenen Temperaturen abge-
sehen. Als methodische Ergänzung haben wir dazu die basale Sekretion bei 37  zu
Versuchsbeginn gemessen. Der experimentelle Ansatz mit sehr kurzen Zeitfenstern
schließt E ekte auf die Ergebnisse durch eine veränderte vWF-Biosynthese nahezu
aus.
1994 haben Ang und Dawes [2] die konstitutive vWF-Freisetzung im Bereich von
37–43  untersucht. Dabei standen wiederum langfristige E ekte im Vordergrund,
weshalb Versuchszeiten von bis zu 24 Stunden vorgesehen wurden. Es gelang ihnen
zu zeigen, dass die konstitutive Freisetzung nach 7 und 12 Stunden Inkubation bei
41  leicht erhöht war, sich jedoch zu den anderen Zeiten und bei den anderen Tem-
peraturen keine signifikanten Veränderungen ergaben. Die stimulierte Freisetzung
wurde in der Arbeit nicht gemessen.
In der neuesten Arbeit aus 2011 zum Temperature ekt [32], die gerade noch Ein-
zug in diese Arbeit bekommen konnte, wurden die Weibel-Palade-Körperchen-
Exozytose quantitativ mittels Fluoreszenz-Mikroskopie sowie die vWF-Freisetzung
dabei einschließlich der Kinetik und der Kinetik der pro-Region-Abspaltung bei den
Temperatur-Stufen 7, 17, 27 und 37  untersucht (vgl. Kap. 1.1). Dabei wurden
die hier vorliegenden Ergebnisse zur Sekretion von vWF auch unterhalb von 28 
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bestätigt und ähnliche Fraktionen gefunden (22% bei 17  gegenüber 30% in die-
ser Arbeit bei 22 , jeweils im Vergleich zu 37 ). Darüber hinaus konnten die
Autoren eine verzögerte Kinetik im Bereich der pro-Region-Abspaltung sowie der
vWF-Ablösung von der Stelle bzw. der Umgebung der Exozytose insbesondere im
Bereich von 7  und 17  zeigen. Trotz der deutlichen Verlangsamung der Abspal-
tung der pro-Region ist dabei darauf hinzuweisen, dass sie bei 17  immer noch so
schnell ist, dass sie in weniger als zwei Minuten vollständig abgelaufen ist.
Bezüglich der Mechanismen der Temperature ekte liegen wenige Arbeiten vor. Wa-
tanabe und Mitarbeiter haben 2002 [73] zeigen können, dass ein Kanal aus der
Gruppe der Transient Receptor Potential (TRP) und zwar der Transient Receptor
Potential Vanilloid 4 (TRPV4) eine hohe Temperaturabhängigkeit zeigt und bereits
bei Normothermie aktiviert ist und damit einen Kalziumeinstrom ermöglicht. Es ist
allerdings reine Spekulation diesem Kanal bzw. ähnlichen Kanälen [76] solche E ek-
te komplett zuzuschreiben. Vielmehr ist zu erwarten, dass zum einen eine generelle
Beeinflussung der Kinetik – wie sie eingangs schon erwähnt wurde und in der 2011er
Arbeit ebenfalls deutlich wird – und zum anderen spezielle Temperatur-E ekte, wie
z. B. Temperaturabhängigkeit des TRPV4, zusammenkommen.
In der Zusammenschau ergänzen sich die Daten der zitierten Verö entlichungen und
dieser Arbeit sehr gut: Die vWF-Freisetzung ist hochgradig temperaturabhängig.
Dieser E ekt wirkt binnen Minuten und zwar zum einen im Bereich der Exozytose
selber, vermutlich durch Wirkung auf den intrazellulären Kalziumspiegel z. B. über
TRPV-Kanäle sowie durch direkte Veränderung der Fusionsporen und Verände-
rungen im Bereich der vWF-Freisetzung aus den WPB bzw. der Abspaltung der
pro-Region. Zum anderen führen bereits leichte Temperaturveränderungen zu einer
maßgeblichen Veränderung der Konfiguration der vWF-Fäden. Wie groß der Ein-
fluss auf den intrazellulären Kalziumspiegel bzw. der entsprechenden Kanäle auf die
Veränderung der Exozytose einerseits und andererseits der direkten Veränderung
der Dynamik auf Zellmembranebene ist muss o en bleiben. Ebenso die Frage, ob die
2011 von der Arbeitsgruppe um Tom Carter gezeigte Beeinflussung der pro-Region
auch im engen Bereich von 33  bis 41  eine relevante Rolle spielt.
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4.1.2 Konsequenzen für die Laborarbeit
(good laboratory practice)
In dieser Arbeit konnten zwei für die Laborarbeit und Zellforschung äußerst rele-
vante Aspekte gezeigt bzw. unterstrichen werden: Erstens kommt es sehr schnell zu
geringen Temperaturschwankungen bei Experimenten, die unerwartet 3–5  und
mehr ausmachen können, und zweitens haben Schwankungen von nur 4  einen
erheblichen Einfluss auf die zelluläre Reaktion bzw. die Freisetzung entsprechen-
der Botensto e, die als Indikator verwendet werden (hier plus bzw. minus 25%
vWF).
Hieraus ist abzuleiten, dass alle Forschungen bei den jeweils physiologischen Tem-
peraturen stattfinden sollten und eine engmaschige und sorgfältige Temperaturkon-
trolle grundsätzlich erfolgen muss und dokumentiert werden sollte.
Darüber hinaus konnte anhand der methodischen Arbeit gezeigt werden, dass die
gezielte Beachtung dieses Einflussfaktors und entsprechende methodische Verbes-
serungen im Versuchsaufbau eine eminente Verbesserung der Temperaturstabilität
erbringen können.
4.1.3 Klinische Implikationen
Die Menge des freigesetzten vWF aber auch die Art der vWF-Fäden, die unter
Kap. 3.2.2 in Abb. 3.6 gezeigt wurden, und damit das Netz, welches das Anheften
von Thrombozyten ermöglicht, stellen einen wesentlichen Faktor der Gerinnung
dar. Somit begründen diese Daten auf Ebene der Grundlagenforschung die klini-
sche Erfahrung, dass die Gerinnung stark temperaturabhängig ist. Diese klinische
Erfahrung und in klinischen Studien bestätigte Tatsache, spiegelt sich in den aktuel-
len Polytrauma-Leitlinien [49], die dem Vermeiden einer Hypothermie einen hohen
Stellenwert einräumen, einerseits und andererseits den aktuellen internationalen
Leitlinien zur Wiederbelebung [21], die die Hypothermie als obligate Strategie zur
Verbesserung der Überlebensrate sowie Überlebensqualität fordern, wider. Dabei
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konnte in den zugrunde liegenden Arbeiten beim Trauma die Hypothermie als un-
abhängiger Risikofaktor für das Überleben ermittelt werden und auf der anderen
Seite im Rahmen der Forschung zur Wiederbelebung als prognostisch günstiger Fak-
tor nach einer Wiederbelebungssituation ohne Trauma erkannt werden [21, 49].
Darüber hinaus haben zahlreiche Studien im Laufe der letzten Dekade eine direkte
Korrelation zwischen Temperatur und Entzündungs- wie auch Gerinnungsantwort
in vitro wie in vivo gezeigt. Beispielhaft seien hier einige Arbeiten genannt, so haben
Li und Mitarbeiter 2004 [44] gezeigt, dass bereits eine leichte Temperaturerhöhung
die Lipopolysaccharid (LPS)-gestützte Thrombozyten-Leukozyten-Aggregation wie
auch die Tissue factor-Expression in Monozyten verstärkt, und gaben damit einen
weiteren Hinweis zu den Mechanismen, die Arteriosklerose, Entzündung und Gerin-
nung verbinden. Hasday und Mitarbeiter [31] zeigten bereits 2001, dass die TNF-–
induzierte Permeabilitätszunahme von Endothelmonolayern verstärkt wird, wenn
die Zellen bei 39,5  inkubiert waren, wobei auf der anderen Seite IL-6 reduziert
und IL-8 wie auch der Granulozyten-Makrophagen Koloniestimulierender Faktor
(GM-CSF) erhöht exprimiert werden, gefolgt von einer verstärkten transendothe-
lialen Leukozytenmigration. Darüber hinaus beeinflusst die zelluläre Kalziumhö-
mostase, die wie im vorhergehenden Abschnitt ausgeführt ebenfalls temperaturab-
hängig ist, die Permeabilität und Entzündungsreaktion [41].
Im Hinblick auf die hier vorliegende Arbeit mit einem Fokus auf dem von Wille-
brand Faktor sind Arbeiten der letzten Jahre zur Korrelation des vWF und der Ent-
zündungsreaktion anhand verschiedener Maus-Modelle interessant [16, 42, 69]. So
konnte unter Nutzung von ADAMTS13-knockout Mäusen gezeigt werden [16, 43],
dass die ultralangen vWF-Fäden (ULVWF) eine wesentliche Rolle bei der Leu-
kozytenextravasation spielen (ADAMTS13 spaltet und inaktiviert ULVWF [22]),
was durch In-vitro-Studien, die eine Bindung von Leukozyten an vWF über leu-
kozytäre —2-Integrine [56] und vWF an Endothelzellen über endotheliale –V-—3-
Integrine [33] zeigen, unterstützt werden konnte. Über diesen E ekt auf Ebene der
Leukozyten-Endothel-Interaktion gehen Studien, die einen Einfluss von vWF auf
die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke in einem Mausmodell der allergischen En-
zephalomyelitis zeigen [51], hinaus und unterstreichen damit den generellen E ekt
des vWF als Entzündungsmediator.
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Unter Berücksichtigung der hier gezeigten Ergebnisse mit deutlichem Einfluss auf
die Menge und die Art der vWF-Freisetzung schon bei Temperaturschwankungen
um wenige Grad Celsius und des Wissens um den E ekt des vWF auf Gerinnung
und die Entzündungsmediation ist zu folgern, dass Hypothermie ein wesentlicher Ri-
sikofaktor für eine potente Gerinnung ist und andererseits ungewollten Gerinnungs-
und Entzündungssituationen (z. B. im Rahmen einer Wiederbelebungssituation)
vorbeugt, wohingegen (lokale) Hyperthermie Entzündungsreaktionen vorantreibt.
Diese Ergebnisse sind anhand klinischer Erfahrungen, die dies belegen, bereits in
den geltenden Polytrauma- und Wiederbelebungsleitlinien [21, 49] widergespiegelt
und liefern damit eine nachträgliche Erklärung.
4.2 Auswirkung der Azidose auf die akute
Hypoxie-Wirkung
Eine begleitende Azidose (pH 6,4) kann die Hypoxie-induzierte vWF-Freisetzung
ins Medium vollständig verhindern.
4.2.1 Diskussion der Daten im Kontext der Literatur
Niemeyer hat in seinen Daten 2006 gezeigt, dass humane umbilicalvenöse Endo-
thelzellen den pH-Wert nicht regulieren, sondern binnen weniger Minuten einer
extrazellulären Azidose folgen. Hierbei ist der resultierende intrazelluläre pH-Wert
vom extrazellulären pH-Wert abhängig und selber wieder stabil. Darüber hinaus
bestand kein Unterschied abhängig von dem Inkubationsmedium, namentlich zwi-
schen HEPES- bzw. Bikarbonat-gepu erter Ringer-Lösung oder Vollblut, so dass in
den Versuchen hier aufgrund der einfacheren Standardisierung HEPES-gepu erte
Ringer-Lösung verwendet wurde.
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Weiter ist dort ausgeführt, dass Endothelzellen bereits bei Normoxie 0,21 pH-
Einheiten pro Minute ansäuern, wenn keine Möglichkeit des Protonen-Ausstroms
bzw. Hydrogencarbonat-Einstroms besteht, da der Zellsto wechsel überwiegend
laktazid (anaerob) abläuft. Für den Protonen-Ausstrom bzw. Hydrogencarbonat-
Einstrom sind dabei wesentlich der Na+-H+-Austauscher bzw. der Cl≠-HCO≠3 -
Austauscher verantwortlich. Die Funktion dieser Austauscher ist selber wiederum
vom pH-Wert abhängig [50]. Welche Rolle hier eine vorliegende Hypoxie spielen
kann ist unklar. Peters und Antonova berichten unabhängig voneinander, dass es
aufgrund der Sto wechselvorgänge bzw. fehlendem Abtransport von Sto wechsel-
produkten regelhaft unter Hypoxie zu einem Abfall auf einen pH-Wert von 6,4
kommt, was auch die Wahl des pH-Wertes in dieser Arbeit begründet [3, 57].
Bereits von Niemeyer wurde berichtet, dass die vWF-Freisetzung mit Einsetzen
einer Azidose schlagartig deutlich reduziert ist. Die Messungen dort sind mittels
Histaminstimulation bzw. bezüglich der konstitutiven Freisetzung über einen län-
geren Zeitraum (30 Minuten und länger) ermittelt worden. Die hier berichteten Da-
ten zur konstitutiven wie auch zur Histamin-stimulierten Freisetzung entsprechen
den dort bereits verö entlichten Daten, gehen allerdings bezüglich der Kombinati-
on mit der Hypoxie entsprechend weiter. Bereits in seiner Diskussion 2006 schreibt
Niemeyer, dass unklar bleibt über welchen Mechanismus es dazu kommt, dass auf
Histaminstimulus gleichzeitig mit einer Ansäuerung bereits in der ersten Minute
die vWF-Freisetzung reduziert ist und mutmasst, dass zu den intrazellulären Vor-
gängen hier E ekte auf Plasmamembranebene hinzukommen müssen.
Babich und Mitarbeiter konnten 2009 zeigen, dass vWF an den WPB-Fusionporen
akkumuliert und die Abspaltung der pro-Region des freigesetzten vWF unter Azi-
dose ähnlich wie bei Hypothermie (jedoch noch weitaus stärker) verlangsamt ist
(270 s bei pH 6,4 gegenüber 3 s bei pH 7,4) [8]. Sie vermuten, dass die Wirkung der
Azidose vielmehr von der Kinetik der vWF-Freisetzung als von der Anzahl der Fu-
sionen abhängt. Für die Kinetik spielt dabei die Geschwindigkeit der Freisetzung
des vWF aus den fusionierten WPB ins Medium, beeinflusst durch das Liegenblei-
ben eines Haufens vWF neben/über den Fusionsporen, u.U. ein Exozytosestau an
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den Poren der fusionierten WPB, sowie der verzögerten Abspaltung der pro-Region
und Ablösung des vWF von der Fusionsstelle, eine wesentliche Rolle.
Aufgrund der Messungen des vWF im Rahmen unserer Versuche könnten diese
Aspekte in der Tat teilweise eine Rolle spielen. Allerdings konnte im abgenomme-
nen Waschmedium nach Azidose keine besonders hohe Menge vWF nachgewiesen
werden, was gegen einen „großen“ Haufen vWF, der auf der Zellmembran nach Sti-
mulation unter Azidose liegen bleibt, spricht. Genauer gesagt müsste man, wenn die
Anzahl der Fusionen unverändert wäre und letztlich nur der vWF, der im Bereich
der WPB-Fusionsporen auf der Zelloberfläche akkumuliert und damit (noch) nicht
im Medium nachzuweisen ist, den E ekt der Azidose ausmacht, diesen imWaschme-
dium, das mit pH7,4 über die Zelle gespült wurde, nachweisen können. Insbesondere
aufgrund des raschen Verlaufes der Ablösung sowie der pro-Region-Abspaltung, die
für einen pH von 7,4 gezeigt wurde, sollte hier die Zeit, die der Waschvorgang bean-
sprucht (10–30 Sekunden), vollkommen ausreichen [8]. Damit bleibt als Möglichkeit
letztlich, dass der vWF allenfalls aus den WPB überhaupt nicht vollständig frei-
gesetzt worden ist, z. B. aufgrund eines Rückstaus im Bereich der Fusionspore, die
sich dann wieder verschlossen hat, oder aufgrund einer verengten Fusionspore. Ge-
rade ersteres würde zu dem Exozytose-Konzept des „Kiss-and-Run-Mechanismus“
unserer Arbeitsgruppe [65] bzw. „Lingering-Kiss-Mechanismus“ der Arbeitsgruppe
um Tom Carter [9] passen.
Mit Hinblick auf die Daten der Publikation von Huck 2007 [35], in der ein senken-
der E ekt einer einstündigen Azidose auf den cAMP-Spiegel gezeigt werden konnte,
verbunden mit der fast vollständigen Hemmung des cAMP-Anstieges nach Stimu-
lierung mit Forskolin, welches als Initiator eines cAMP-Anstieges gut beschrieben
ist, bleibt damit weiter davon auszugehen, dass es sich bei dem E ekt der Azidose
um einen mehrdimensionalen Wirkmechanismus handelt, bei dem Prozesse auf Zell-
membranebene wie Beeinflussung der Fusionspore und Rückstau des vWF bei der
Exozytose und auch intrazelluläre Prozesse eine entscheidende Rolle spielen. Weite-
re Arbeiten sind hier zwingend erforderlich um die Membrandynamik unter Azidose
sowie intrazelluläre Vorgänge genauer zu untersuchen und zu di erenzieren.
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4.2.2 Klinische Implikationen
Unabhängig von den damit o en bleibenden Fragen zum molekularen Mechanismus
und der Frage, welchen Einfluss auf das Gesamtresultat der Azidose intrazelluläre
Vorgänge haben, sei es die Beeinflussung von TRP-Kanälen, Ca2+-Spiegel, cAMP-
Spiegel und mittelfristig die Proteinbiosynthese auf der einen Seite und auf der
anderen Seite direkte Vorgänge auf Plasmamembranebene, die durch die extrazel-
lulär vorliegende Azidose ausgelöst sind, bleibt festzuhalten, dass die Azidose ein
potentes Mittel ist, der vWF-Freisetzung durch Hypoxie vorzubeugen. Hierbei ge-
nügt die praktisch schnell erreichte Ansäuerung auf einen pH von 6,4 (wie oben
ausgeführt), um die Reaktion auf eine Hypoxie mit einem pO2 von 0,7 kPa zu ver-
hindern. Dieser Sauersto partialdruck wird dabei nicht selten erreicht, was u. a. für
die Situation in Thromben gezeigt worden ist [24].
Klinisch hat dies eine eminente Bedeutung, da ähnliche Hypoxien in vielen Situatio-
nen erreicht werden und in der Regel dabei begleitet sind von einer entsprechenden
Azidose [23, 57, 67]. Zu der Vielzahl der Situationen in denen klinisch Hypoxi-
en auftreten, erfolgen unter Kap. 4.4 weitere Ausführungen. Der Zusammenhang
von Hypoxie und Azidose, der von vielen Autoren auch an sich schon als Ischämie
(griech. isch Mangel, haema Blut) zusammengefasst wird, macht deutlich, dass diese
beiden Faktoren aktuell als die wesentlichen Anteile der Ischämie gesehen werden
[29]. Dabei bleibt unklar, welche Rolle Sto wechselabbauprodukte und Radikale
hier spielen, so dass diese Bezeichnung hier absichtlich nicht verwendet wird.
Wenn nun die Hypoxie-induzierte Endothelzellaktivierung oder zumindest die da-
durch entstehende vWF-Freisetzung durch die regelhaft damit verbundene Azidose
inhibiert wird, besteht zwar das wissenschaftliche Interesse diese Mechanismen zu
verstehen, aber der klinische Einfluss ist – pragmatisch gesehen – in der Azidose-
Hypoxie-Situation gering, sprich es ändert sich gegenüber der Situation vorher
nichts. Diese Erkenntnis ist auf diesem Forschungsniveau neu [26], folgt jedoch
der klinisch orientierten Forschung, die mehrfach gezeigt hat, dass vermutlich we-
niger die azid. Hypoxie als vielmehr die Folgen in der Reperfusion einen relevanten
E ekt haben [29]. Klinisch spannend wird es damit, wenn man darüber hinaus wei-
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terdenkt und die Frage „Was kommt danach?“ thematisiert, also was passiert, wenn
ein Gewebebereich wieder ausreichend mit Sauersto  versorgt wird und die aziden
Sto wechselprodukte abtransportiert worden sind. Diese Frage wurde entsprechend
in dieser Arbeit aufgegri en und untersucht und wird im Folgenden diskutiert.
4.3 Nachwirkung einer stattgehabten Hypoxie bzw.
azid. Hypoxie
Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass nach einer zehnminütigen Hypoxie auch bei
Rückkehr zu normalen Sauersto partialdrücken die vermehrte vWF-Sekretion min-
destens für weitere zehn Minuten anhält. Während die Steigerung der Sekretion
unter Hypoxie durch eine begleitende Azidose verhindert wird, findet in der Nach-
beobachtungsphase bei normalem pH und Sauersto partialdruck eine weiterhin ge-
steigerte Sekretion statt. Diese liegt knapp oberhalb der Sekretion nach Hypoxie,
unterscheidet sich von dieser jedoch nicht signifikant. Vergleichsexperimente mit
einem Histaminstimulus zeigten ebenfalls, dass es in der Nachbeobachtungsphase
ohne Stimulus zu einer signifikant erhöhten Freisetzung kommt, wobei bei Histamin-
stimulation unter normalem pH-Wert keine gesteigerte Sekretion in der Nachbeob-
achtungsphase festzustellen ist. Ein additiver E ekt bzgl. der gesteigerten Sekretion
nach Kombination von Hypoxie und Azidose besteht jedoch nicht.
4.3.1 Diskussion der Daten im Kontext der Literatur
Die Literatur zeigt wenig klare Experimente mit diesem inhaltlichen und zeitli-
chem Fokus. Wenngleich Hypoxie und Azidose, sowie die Nachbeobachtung („Re-
perfusion“) eine zunehmende Bedeutung erfahren, so stellt die Untersuchung der
Kombination aus diesen und die Beobachtung akuter E ekte in der Nachbeobach-
tungsphase eine Besonderheit dar. Als Messinstrument wurde hier die Bestimmung
des in den Überstand freigesetzten vWF gewählt, der zwar gut zur Aktivität der
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Endothelzellen korreliert jedoch den Mechanismus der Wirkung von Hypoxie und
Azidose nicht aufklären kann.
Hierzu sind weitere Untersuchungen erforderlich, die Ergebnisse von Teilaspekten
einschließen müssen. So lieferte Peters 2007 [57] an mikrovaskulären Herzendothel-
zellen den Nachweis dafür, dass der intrazelluläre Spiegel von ionisiertem Kalzium
(Ca2+i ) nach 40 Minuten Hypoxie mit zunehmender Azidose bis pH6,4 in der an-
schließenden Reperfusionsphase deutlich weiter ansteigt, wobei dieser E ekt durch
Beibehalten der azid. Hypoxie oder den Wechsel auf kalziumfreies Medium ver-
hindert werden kann. Daneben zeigte die Arbeitsgruppe, dass es zu einem intra-
zellulären Natriumanstieg (Na+i ) kam, der sich in der Nachbeobachtungsphase zü-
gig wieder normalisiert – ohne nachweisbare E ekte auf den Kalziumsto wechsel.
Der Na+i -Anstieg wird allgemein als Ursache für die Zellschwellung unter Azido-
se gesehen [11, 29], womit die in der zitierten Quelle beschriebene zügige Na+i -
Normalisierung unter Realkalisierung gut zu den hier gezeigten normalen Zellvolu-
mina in der Nachbeobachtungsphase passt. Die Na+i -Normalisierung erfolgt dabei
am ehesten über eine Na+-K+-ATPase unabhängig von der Realkalisierung, jedoch
blockierbar mit dem selektiven Inhibitor Ouabain [57].
Es gelang den Autoren neben dem Versuch in kalziumfreiem Medium den Kalzi-
umanstieg auch in kalziumhaltigen Medium und zwar durch Inhibition des Ino-
sitoltriphosphat (InsP3)-Rezeptors, der Phospholipase C (PLC) oder sogenannter
store-operated channels (SOP) zu reduzieren bzw. verhindern [57]. Damit stellt sich
der Einstrom von Kalzium von extrazellulär oder aus dem endoplasmatischen Re-
tikulum als potentieller Auslöser der vWF-Freisetzung dar. Dies wurde von unserer
Arbeitsgruppe bereits für die vWF-Freisetzung unter Hypoxie gezeigt [26]. Die un-
ter Kap. 4.2 beschriebenen E ekte auf die Dynamik im Bereich der Zellmembran,
namentlich der Fusionspore und des Vorgangs der vWF-Freisetzung aus den WPB
sind hierzu bisher nicht untersucht.
Der gezeigte E ekt bzgl. der Nachwirkung einer Azidose wurde in unserer Arbeits-
gruppe weiter und detaillierter untersucht und mittlerweile von Huck publiziert
[35]. Hierbei wurde als Stimulus aufgrund des einfacheren experimentellen Aufbaus
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wieder Histamin eingesetzt. Darunter konnte von Huck gezeigt werden, dass eine
Stimulation in der Realkalisierungsphase zu einem verstärkten Anstieg an ionisier-
tem intrazellulären Kalzium (Ca2+i ) und konsekutiv vermehrten vWF-Freisetzung
führt. Im Gegensatz dazu ist bei den hier gezeigten Daten kein zusätzlicher Stimu-
lus in der Nachbeobachtungs- bzw. Realkalisierungphase eingesetzt, sondern aus-
schließlich die Nachwirkungen der vorangehenden Histamin- bzw. Hypoxiestimula-
tion gezeigt worden.
Unabhängig davon wurde in der Arbeit von Huck aber die Frage verfolgt, inwieweit
eine anhaltende intrazelluläre Azidose bzw. Verzögerung der Realkalisierung einen
Einfluss auf die Reaktion der Zelle hat und wie diese möglich ist. Hierbei konnte
er zeigen, dass die Blockade des Natrium-Protonen-Austauscher (NHE) durch den
Inhibitor Cariporid in der initialen Phase und im weiteren Verlauf durch die zusätz-
liche Blockade des Natrium-abhängigen Chlorid-Bikarbonat-Austauschers (NCBE)
die Realkalisierung deutlich abschwächen kann (10min vs. 1min für den Anstieg
von pH6,5 auf pH6,9). Dies führte im Rahmen der weiteren Untersuchungen eben-
falls zu einer deutlichen wenn auch nicht vollständigen Reduktion des Anstieges an
intrazellulärem ionisiertem Kalzium sowie der vWF-, Interleukin-8 und p-Selektin-
Freisetzung. Aus dieser Arbeit folgt damit, dass es ohne Inhibition eine prompte
Realkalisierung der Zelle bei Wechsel des Mediums gibt, verbunden mit einer er-
höhten Erregbarkeit, wobei dies durch Verzögerung der Realkalisierung vermindert
werden kann.
Verbunden mit den Daten dieser Dissertationsschrift und von Peters et al. (s. o.)
kann man folgern, dass diese erhöhte Erregbarkeit ebenfalls einen E ekt bei vorher-
gehender Stimulation durch Hypoxie oder Histamin hat und kann darüber hinaus
mutmassen, dass dieser u.U. auch durch eine verzögerte Realkalisierung vorge-
beugt/abgeschwächt werden kann. Inwieweit die E ekte auf einem erhöhten Ca2+i
und inwieweit auf Veränderungen im Bereich der Exozytose-Dynamik wie oben für
die Azidose-Wirkung aus [8] zitiert muss dabei o en bleiben.
Letztlich erwähnt werden soll noch ein Artikel von Antonova und Mitarbeitern aus
2009 [3], in dem sie über den E ekt des extrazellulären pH-Wertes auf die Reoxy-
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genierung nach Hypoxie berichteten, wobei sie eine vergleichsweise milde Hypoxie
(pO2 ca. 2 kPa) angeben, aber dafür mit 24 Stunden eine lange Inkubationsphase
wählen. Die Azidose erreichen sie dabei durch den automatischen Abfall des pH-
Wertes auf 6,4 durch Sto wechselvorgänge. Es gelang in der Arbeit nicht, Verände-
rungen in der Reoxygenierungsphase auf die vWF-Freisetzung nachzuweisen, wobei
die Reoxygenierungsphase mit 5 Stunden aus meiner Sicht sehr lang gewählt ist und
damit kurzfristige E ekte untergehen müssen. Mit einem Nachweis des Anstieges
von Caspase als Apoptose-Marker um 50% zeigen sie dafür deutlich, dass eine so
lange anhaltende Hypoxie zu Zellschäden führt. In den hier verwendeten Experi-
menten waren bei durchgeführten Vitalitätstest, sei es mittels Histamin-Stimulation
oder Trypanblau-Färbung, keine Au älligkeiten festgestellt worden.
4.3.2 Klinische Implikationen
Die Relevanz der Arbeit liegt in den akuten E ekten einer stattgehabten kurzfris-
tigen Hypoxie bzw. azid. Hypoxie, wie sie z. B. im Rahmen hypoxischer Episoden
des obstruktiven Schlafapnoe-Syndroms, Wiederbelebungssitutationen oder bei Ge-
fäßverschlüssen (Herzinfarkt, Schlaganfall u. a.), die zeitgerecht wiedererö net wur-
den, vorkommen. Für letztere ist das erhöhte Risiko erneuter Verschlüsse und zwar
im zuvor hypoxischen Gefäßverlauf nach dem aufgelösten Thrombus beschrieben
[7, 53, 58, 77]. Anhand der gezeigten Ergebnisse und diskutierten Literaturquellen
wird deutlich, dass die erhöhte Rethrombosierungsgefahr damit nicht nur aufgrund
eines möglichen Endotheldefektes im Bereich des entfernten Thrombus, sondern
ebenfalls aufgrund der zunächst hypoxisch-aziden Situation und schließlich Real-
kalisierung der Endothelzellen im weiteren Gefäßverlauf zu erwarten ist. Es folgt
die therapeutische Frage, welche neue Möglichkeiten (unabhängig von der Throm-
bozytenaggregationshemmung) es aufgrund der Erkenntnis, dass hier Vorgänge auf
Endothelzellebene einen wesentliche Rolle spielen, gibt. Die Arbeit von Huck zeigt
dabei eine mögliche pharmakologische Beeinflussung durch Verzögerung der Real-
kalisierung mittels Inhibition des NHE auf [35].
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Gourdin fasst in einer Übersichtsarbeit im European Journal of Anaesthesiology
2009 [29] sehr übersichtlich die Relevanz dieser Situation verbunden mit zahlrei-
chen klinischen Beispielen und anhand des Einflusses aller beteiligten Zellgruppen
zusammen, wenngleich die einzelnen zellulären Mechanismen hier unklar bleiben.
Deutlich wird aber, dass die Reperfusion basierend auf einer azid. Hypoxie ein star-
ker Entzündungsreiz für alle beteiligten Zellen (wie es aus den hier gezeigten Daten
für Endothelzellen nachvollziehbar) ist und diese Entzündungsreaktion für Tage an-
hält, wobei die Endothelzellen eine Schlüsselrolle einnehmen. Er schließt, dass hier
ein tieferes Verständnis der Mechanismen erforderlich ist, um Methoden zu ent-
wickeln, die in der Klinik dieser massiven Entzündungsantwort vorbeugen können.
Bezüglich der unter Kap. 4.1 diskutierten Einflüssen von Temperaturveränderungen
hierauf soll erst unter Kap. 4.4 eingegangen werden.
Rodrigues di erenziert 2010 [61] deutlicher zwischen den beteiligten Zellgruppen
und ihrem Einfluss bei Ischämie-Reperfusions-Ereignissen und greift dabei den
Aspekt auf, dass innerhalb von Minuten die Endothelbarriere massiv abfällt und
es somit zu einer Zell- und Flüssigkeitsextravasation mit entsprechenden Ödemen
kommt.
Zusammenfassend ist die Reperfusion nach azid. Hypoxie ein massgeblicher Trig-
ger für eine Entzündungsreaktion mit verstärkter Endothelpermeabilität, Leukozy-
tenanhaftung und Extravasation sowie Gerinnungsförderung. Dieses wird massgeb-
lich über die Aktivierung der Endothelzellen verbunden mit der WPB-Exozytose
gesteuert. Wesentliche Faktoren scheinen hierbei die Normalisierung des intrazel-
lulären pH und der Anstieg des intrazellulären ionisiertem Kalzium zu sein, wel-
ches von extrazellulär bzw. aus intrazellulären Speichern (z. B. dem endoplasma-
tischen Retikulum) kommt. Massnahmen, die die Realkalisierung verhindern bzw.
den Kalziumanstieg inhibieren, sind damit potente Optionen diese Reaktion zu
vermindern.
86
4.4 Allgemeine Betrachtung der Ergebnisse im
Gesamtkontext und Bezug zur aktuellen
Forschung
In dieser Dissertationsarbeit wurde anhand molekularbiologischer, immunfluores-
zenz- und rasterkraftmikroskopischer Methoden der Einfluss von Temperatur, Hy-
poxie und Azidose auf das Endothelzellverhalten untersucht, sowie massgebliche
technische Verbesserungen entwickelt und umgesetzt. Der Einfluss der Tempera-
tur und schon geringer Temperaturschwankungen um wenige Grad Celsius auf die
vWF-Freisetzung einerseits und der Bildung eines Netzes von ultralangen vWF-
Fäden auf der Zellmembran andererseits konnte belegt werden und im Spiegel der
Literatur E ekte auf temperaturabhängige Kalziumkanäle zum einen und zum an-
deren E ekte im Bereich der Fusionspore erörtert werden, wobei der Gesamtef-
fekt entspr. Kap. 4.1 vermutlich mehrdimensional ist. Im Bereich der üblicherweise
die Hypoxie begleitenden Azidose konnte gezeigt werden, dass die hypoxiebedingte
vWF-Freisetzung durch die Azidose verhindert wird. Als Mechanismus steht auch
hier am ehesten ein mehrdimensionales Geschehen im Bereich der Freisetzung des
vWF aus den WPB und des intrazellulären ionisiertem Kalzium als Exozytose-
Trigger im Raum, welches sich in der Situation nach Azidose und Hypoxie entspre-
chend fortsetzt, so dass sowohl Kalziumeinstrom bzw. Freisetzung aus intrazellu-
lären Kompartmenten wie auch die Dynamik der Zellmembran, der Fusionsporen
und der Herauskommens des vWF aus den WPB eine Rolle zu spielen scheinen.
Die aktuellen Forschungsschwerpunkte im Bereich der Endothelzellforschung lie-
gen demgegenüber auf dem Aspekt der Tumor-assoziierten Angiogenese und dem
Einfluss der Hypoxie hierauf (über 4.000 von 5.000 pubmed-Ergebnissen zu den
Stichworten „Hypoxie“ und „Endothel“ der letzten 5 Jahre). Studien die Endothel-
zellreaktionen im Rahmen der akuten Entzündung oder Thrombogenese untersu-
chen sind wesentlich seltener, zeigen aber auch hier die enorme klinische Bedeutung,
z. B. im Rahmen der folgenden sehr unterschiedlicher Krankheitsbilder:
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• Obstruktives Schlafapnoe-Syndrom (OSAS)
• Ischämische Kolitis
• Präeklampsie
• Genese venöser Thromben
• Retinopathien
Dabei kann vom Mechanismus her unterschieden werden, ob die Entzündung Folge
der Ischämie (OSAS, Organtransplantation, Thromben im Verlauf, Fettleibigkeit,
Höhenkrankheit, Tumoren usw.) oder die Ischämie Folge der Entzündung (Kolitis,
Thrombogenese, Infektionen) z. B. durch eine verlängerte Di usionsstrecke ist [23,
24, 46]. In beiden Fällen spielt die Ischämie mit der einhergehenden Hypoxie eine
wesentliche Rolle. Damit ist die klinische Relevanz dieser Vorgänge eminent.
Jedoch schreibt sogar noch 2012 Huertas [36] dass die Endothelzellaktivierung un-
ter Hypoxie nicht verstanden ist. Wir können mit unseren Daten einen Beitrag
zur Auflösung dieser Unklarheiten liefern, in dem wir anhand der vWF-Freisetzung
zeigen konnten, dass die Hypoxie eine akute Endothelzellaktivierung auslöst, de-
ren E ekt durch Azidose inhibiert wird und der auch in der Reperfusionsphase
noch nachwirkt. Wie groß dabei der Einfluss des intrazellulären ionisierten Kal-
ziums und wie stark der E ekt auf Plasmamembranebene (Fusionspore, Kinetik
des Ausströmens des vWF aus den Vesikeln) ist, bleibt Gegenstand ausstehender
Forschungsarbeiten.
Schließlich lassen die Verö entlichungen zur Reperfusion und den dahinter stehen-
den Mechanismen im Zusammenschluss mit den hier gezeigten Daten und basierend
auf oben genannten Einzelaspekten einen Gesamtkontext erschließen, der sicher
noch viele Fragen – insbesondere zum molekularen Mechanismus o en lässt – aber
wesentliche Rahmenaspekte klar macht.
Der ursprünglich als Nebenaspekt bzw. als Grundlage untersuchte Temperature ekt
gewinnt letztlich einen besonderen Wert, wenn man die Temperatur als klinischen
Einflussfaktor auf oben genannten Hypoxie-Reperfusions-Folgen, insbesondere die
ausgelöste Entzündungsreaktion sieht. Und so reflektieren die aktuellen Leitlini-
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en zur Polytraumaversorgung einerseits und zur Reanimation andererseits in zwei
extremen Notfallsituationen den klinischen Wert dieser Grundlagen.
Schließlich kann diese Arbeit einen weiteren Puzzle-Stein für das Verständnis der
Prozesse am Endothel im Rahmen von Azidose, Hypoxie und Reperfusion, sowie
bei Temperaturschwankungen beitragen und damit das Gesamtbild klarer machen
bzw. therapeutische Ansätze initiieren, wie sie im Rahmen weiterer Forschungen
auch in unserer Arbeitsgruppe [35] verfolgt worden sind.
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